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1. IMPORTANCIA DEL TRIGO
No existe acuerdo sobre el tiempo y el lugar exactos 
del origen del trigo y de sus primeros cultivos, pero se sa 
be que desde épocas remotas tuvo un papel preponderante en la 
alimentación del hombre. Después de un período de progreso 
lento, el trigo pasó a ser comúnmente considerado como el m£ 
jor de los cereales comestibles, y la disponibilidad de tri­
go como alimento fue considerada un signo de alto nivel de c±_ 
vilización. La calidad del trigo para la producción de pan m£ 
joro, y el pan hecho de una u otra forma llegó a ser un ali­
mento importante para el mundo occidental. El trigo se con­
virtió en un símbolo mundial, que refleja la situación ali­
mentaria de muchos millones de personas, y un índice de la 
condición económica y de la estabilidad política. Las nació 
nes con un adecuado abastecimiento de trigo se han considera 
do por siglos, en buenas condiciones de nutrición (Shellenberger 
1978).
En la Argentina se produjeron en promedio, en las cam 
pañas 1979/80 - 1983/84, 29.712 miles de toneladas de cerea­
les por año, correspondiendo el mayor volumen al período 
1982/83 (32.957 miles de toneladas). El 95% de dicha produc­
ción lo constituyen el maíz, el sorgo granífero y el trigo.
En este período se exportaron unos 17 millones de to 
neladas por año, lo que equivale a 1.400 millones de dólares, 
datos que indican claramente su importancia en la balanza co 
mercial del país.
2. EL GRANO DE TRIGO
El trigo, como otros cereales, produce frutos secos de 
una sola semilla, que no se abren al alcanzar la madurez. La
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semilla está compuesta por un germen o embrión, y un endo^ 
perma rodeado por una epidermis nucelar y una cubierta. 
ta última está estrechamente unida a la cubierta del fruto 
o pericarpio, que envuelve la semilla. El endosperma com 
prende el endosperma almidonoso y la capa de aleurona. La 
estructura del grano entero es importante como determinante 
del movimiento de la humedad durante el secado y el acondi^  
cionamiento del grano (MacMasters y col. 1978).
El trigo se utiliza normalmente como semilla, y en el 
caso de trigo pan,para la obtención de productos de panad£ 
ría.
2.1 Partes de la semilla en relación a su capacidad germina 
tiva
Una vez terminado el período de latencia, el estímulo 
que inicia la germinación parece ser la imbibición de agua, 
a una temperatura adecuada, por las células de la semilla 
parcialmente deshidratada. La mayoría de las semillas en e£ 
te estado, en el que el contenido de humedad se ha reducido 
hasta llegar a un 10% o menos, se mantienen viables y pueden 
responder muy rápidamente a una exposición al agua, reacti­
vándose en minutos muchos de los procesos metabólicos que 
se habían detenido o tenían lugar a una velocidad muy redu 
cida antes de la imbibición. Una pérdida en la integridad 
de organelas celulares o macromoléculas, tales como ácidos 
nucleicos o proteínas, mientras la semilla está deshidrata 
da, podría conducir a una falta de coordinación de los pro 
cesos iniciados durante la absorción de agua, dando lugar 
a una eficiencia de germinación menor, por ejemplo, pérdida 
de vigor o de viabilidad de la semilla (Bray 1979).
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2.1.1 El embrión: El embrión o germen está ubicado externamen 
te,en un extremo de la semilla. Inmediatamente antes de la 
germinación, el embrión del grano de trigo maduro constituye 
una planta joven ya diferenciada en rudimentarias raíces, ta 
lio y hojas. Un grano bien desarrollado de trigo pan conti£ 
ne un embrión que representa en promedio el 2-3% en peso del 
grano y que tiene un contenido de humedad de alrededor del 
10% en la madurez. En este estado deshidratado la síntesis 
de DNA, RNA y proteina en los tejidos del embrión ha cesado 
y la actividad metabòlica es mínima (Bray 1979).
Aunque el embrión de cereal seco no sintetiza ni áci_ 
dos nucleicos ni proteínas, se ha encontrado que los sistemas 
enzimáticos involucrados en la síntesis de dichas macromolécu 
las están presentes en el embrión viable. En extractos de em 
briones de trigo seco se ha detectado actividad de DNA polim^ 
rasa a un bajo nivel (Mory y col. 1975); además, el embrión 
de trigo viable contiene tres clases de RNA polimerasa 
(Jendrisak y Becker 1973, Guilfoyle 1981), ribosomas, RNA de 
transferencia, enzimas activadoras de aminoácidos y factores 
de iniciación y elongación (Weeks 1981, Bray 1979), que son 
todos parte de un sistema activo de síntesis de proteínas.
Los ribosomas aparecen como monosomas (Marcus y Feeley 1966), 
y esta falta de polisomas indica que el sistema de síntesis 
de proteínas del embrión seco es inactivo in vivo. Hay resul 
tados que sugieren que uno de los factores que controlan la 
iniciación de la síntesis de proteínas en el embrión durante 
la germinación, podría ser el pegado de RNA mensajeros de 
larga vida a los ribosomas, paso que requeriría energía 
(Bray 1979). Bajos niveles de ATP en el embrión disminuirían 
la velocidad de síntesis de proteínas, y se ha demostrado 
que en embriones de trigo viables el nivel de ATP aumenta
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rápidamente durante los primeros 30 minutos de germinación 
(Obendorf y Marcus 1974), tiempo en el que el contenido de 
polirribosomas del embrión de trigo muestra también un rápi_ 
do incremento (Marcus y col. 1966, Spiegel y Marcus 1975).
Se ha observado además que los contenidos bajos de ATP es 
tán asociados con una pérdida de vigor de la semilla (Bray 
1979).
En cuanto a la replicación del DNA, ciertas semillas 
pueden germinar y alcanzar cierto grado de desarrollo post£ 
rior sin replicación del DNA, como se observó en semillas 
irradiadas con dosis masivas de rayos T o de rayos x. El pro 
ceso de replicación del DNA está lesionado en forma irrever 
sible en esas semillas y, sin embargo, hay crecimiento del 
embrión (alargamiento celular sin división), emergencia, 
transcripción de RNA y síntesis de proteínas (Labouriau 
1983).
2.1.2 La aleurona: La aleurona es la capa más externa del en 
dosperma, generalmente tiene una célula de espesor, y rodea 
casi completamente al grano sobre el endosperma almidonoso y 
el embrión (MacMasters y col. 1978). La aleurona de las se 
millas de cereal es un tejido secretorio que tiene dos fun­
ciones principales durante la germinación: es la fuente de 
enzimas para la movilización de las reservas de nutrientes 
del endosperma, y la principal fuente de minerales para el 
desarrollo del embrión. Las células de la aleurona también 
liberan azúcares y aminoácidos, y movilizan su propio metabo 
lismo de un estado de quiescencia a uno de actividad compl£ 
ta. Estos cambios están en gran medida bajo el control dire£ 
to o indirecto del embrión (Tomos y Laidman 1979).
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2.1.3 El endosperma almldonoso: El grano de cereal maduro re_ 
presenta un reservorio en el cual se ha volcado la capacidad 
total de la planta de acumular nutrientes y sintetizar reser 
vas. Aunque el endosperma es comúnmente considerado como el 
sitio de almacenamiento primario de alimentos, debería verse 
como el tejido de almacenamiento terciario del grano de ce­
real. Las reservas primarias de alimentos, que inician la 
germinación, están en el embrión y comprenden lípidos, pro 
teínas y algo de almidón. El tejido de almacenamiento secun 
dario es la aleurona, que responde a la estimulación hormo 
nal con la rápida proliferación del retículo endoplásmico y 
la síntesis de sus propias reservas, muy lábiles, y de enzi 
mas amilolíticas y proteolíticas destinadas a hidrolizar las 
principales reservas (terciarias) en las células del endos^  
perma ( Simmonds 1978).
En el germen y en la aleurona hay gotas de lípidos 
que son fácilmente degradados para dar los esqueletos carbo 
nados y la energía para la síntesis de aminoácidos. Además, 
hay proteínas solubles en agua y solubles en soluciones salj^  
ñas, junto con minerales esenciales y cofactores enzimáticos 
(Simmonds 1978). En los cereales, las enzimas que actúan so 
bre los productos de almacenamiento están frecuentemente 
asociadas con ellos en la célula, por ejemplo, proteasa ác_i 
da, fosfatasa ácida, fitasa, y en algunos casos 13-glucosida 
sa y G-amilasa. (Ory y Henningsen 1969, Adams y Novellie 
1975, Adams y col. 1976). En el endosperma, por el contrario, 
la fuente de carbohidratos y de energía, el almidón, es reía 
tivamente resistente al ataque, tanto por su estructura como 
por el hecho de estar lejos de la fuente de su principal en 
zima degradativa, la c¿-amilasa. Además, la mayor parte de 
la proteína del endosperma es insoluble en agua o en solucio
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nes salinas. No hay proliferación del retículo endoplásmico 
en el endosperma de la semilla en germinación, y por lo tan 
to no hay síntesis in situ de enzimas hidrolíticas. Como r£ 
sultado de esta partición de actividades metabólicas, los nu 
trientes están disponibles para el desarrollo del embrión de 
una manera controlada y sostenida (Simmonds 1978).
2.2 Origen y función de las proteínas de almacenamiento
La deposición de proteína de almacenamiento comienza 
aproximadamente en el séptimo día después de la fertilización, 
y a partir de este momento la síntesis de proteína continúa 
hasta que el grano alcanza la madurez. El primer depósito de 
proteína de almacenamiento en los tejidos del endosperma es 
en la forma de cuerpos proteicos, (Kasarda y col. 1976) cor 
púsculos rodeados de membrana que están en el endosperma al_ 
midonoso y en la aleurona de las monocotiledónéas. En las cé 
lulas de la aleurona, los cuerpos proteicos contienen inclu 
siones globoides, que serían un depósito de ácido fítico, y 
cristalinas, que contendrían proteínas, carbohidratos y nia 
citina. Los cuerpos proteicos del endosperma almidonoso, por 
otro lado, tienen una estructura granular homogénea. En el 
tejido maduro, la forma de los cuerpos proteicos, que era e^ 
férica, se distorsiona en gran medida debido a la deshidrata 
ción del grano y a la compresión por los gránulos de almidón. 
Muchos cuerpos proteicos pequeños se fusionan durante el d£ 
sarrollo, por lo que la matriz de proteína de almacenamiento 
del grano de trigo maduro tiende a ser un continuo que rodea 
los gránulos de almidón (Simmonds y O'Brien 1981). Cuando 
las células del endosperma se aproximan a la madurez, se 
vuelven cada vez más llenas de almidón y proteínas de reser 
va, la humedad disminuye y los procesos de síntesis de almi
-7-
dón y proteínas son progresivamente interrumpidos. En las eta 
pas finales de la madurez, la célula va perdiendo humedad, 
la proteína de almacenamiento queda comprimida entre los grá 
nulos de almidón, y la extensa red del retículo endoplásmico 
colapsa. El retículo endoplásmico es rico en lípidos derivados 
de membrana, y éstos llegan a estar estrechamente asociados a 
las proteínas de almacenamiento bajo las condiciones de compre 
sión y ruptura que acompañan a la maduración (Simmonds 1978).
La desaparición de estas proteínas de reserva durante 
la germinación indica que desempeñan un papel al comienzo del 
desarrollo de la plántula, ya sea suministrando aminoácidos, 
o sustratos respiratorios, o por algún otro proceso en el que 
participen (Labouriau 1983). Son ricas en aminoácidos como el 
ácido aspártico y el ácido glutámico, que juegan un rol central 
en el metabolismo y la interconversión de aminoácidos en el te 
jido de la planta. Las proteínas de almacenamiento de la mayo­
ría de los cereales son muy heterogéneas, lo que puede ser el 
resultado de la naturaleza poliploide de este tejido en algu­
nos casos, o de la ausencia de fuertes presiones evolutivas pa 
ra conservar una composición de aminoácidos en particular 
(Simmonds 1978).
Por otra parte, estas proteínas tienen mucha importan 
cia en la nutrición del hombre y de algunos animales doméstjl 
eos, a tal punto que, para muchas especies cultivadas, la can 
tidad y la composición de las proteínas de semillas ya refl£ 
jan mucho más una selección humana intencional que los requisó^ 
tos nutricionales óptimos de una semilla en germinación 
(Labouriau 1983).
-8-
3. LA TECNOLOGIA DEL TRIGO
Una definición moderna describe la tecnologia corno 
una acción en la que el hombre transforma deliberadamente 
los productos naturales y la energía de manera de satisfacer 
sus necesidades . En este caso, la tecnología del trigo es 
la transformación del grano en productos de panadería. Estos 
productos no sólo son importantes nutricionalmente y por po 
seer ciertas propiedades mecánicas, sino también por tener 
una alta palatabilidad.
La calidad panadera del trigo depende de su capaci­
dad de producir un producto de buen volumen. A pesar del 
gran número de investigaciones realizadas, el problema de 
la calidad panadera aún no ha sido resuelto. Lo que sí se sa 
be con certeza es que la cantidad y la calidad de la proteí_ 
na de trigo juegan un papel importante en este aspecto 
(Wassermann 1978).
3.1 Las proteínas de la harina
La harina común es el endosperma molido de la semi­
lla, por lo que las proteínas de la harina son las proteínas 
del endosperma, que comprenden dos grupos generales, relacio 
nados con el rol de este tejido de proveer residuos de ami­
noácidos y glucosa para el desarrollo del embrión: el primer 
grupo es el llamado citoplasmàtico o metabòlicamente activo, 
aunque algunos de sus componentes pueden tener un rol estruc 
turai en las paredes celulares del endosperma. Las proteínas 
de este grupo se clasifican por su solubilidad en albúminas 
(solubles en agua) y globulinas (solubles en soluciones sa 
linas diluidas), y entre ellas hay un número de enzimas que
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tienen como sustrato compuestos de almacenamiento o paredes 
celulares. El segundo grupo comprende las proteínas de alma 
cenamiento, que están también involucradas en el metabolis­
mo del grano en germinación, pero en un sentido pasivo 
(Simmonds 1978). Se clasifican por su solubilidad en prola 
minas (gliadinas en el trigo), que son solubles en alcohol 
70-90%, y glutelinas (gluteninas en el trigo), que son inso 
lubles en los medios anteriores y se extraen con ácidos, ál_ 
calis, detergentes, urea, etc.(Kasarda y col. 1976).
Las globulinas de la harina de trigo aparentemente 
contienen cantidades apreciables de nucleoproteínas (Bourdet 
y Feillet 1967), la composición de aminoácidos de esta fra£ 
ción comprende una proporción de aminoácidos básicos que es 
semejante a la de las histonas (Kasarda y col. 1978). Por 
otro lado, se ha aislado y purificado una proteína extraída 
con solución salina de gránulos de almidón de trigo grandes 
(tipo A) (Lowy y col. 1981), que se extraería con las globu 
linas. En esta fracción y en la fracción de glutelinas ha­
bría probablemente también grandes cantidades de proteínas 
relacionadas con membranas y paredes celulares (Dolí 1977).
3.2 El gluten en la panificación
Se ha demostrado la existencia de una relación posji 
tiva entre el contenido de proteínas de la harina y el volu 
men de pan obtenido a partir de estas harinas.
Una gran proporción de la proteína de harina de tri 
go comprende el complejo viscoelástico del gluten, que es en 
gran medida responsable de las propiedades de la masa y de 
la capacidad de panificar de esta harina. El gluten es el ma 
terial viscoelástico que se forma cuando una masa de harina
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y agua se lava con un exceso de esta última para separar el 
almidón y otros componentes solubles. Usualmente sólo alrede^  
dor del 75-85% de su peso seco comprende de hecho proteínas, 
el resto es almidón residual, lípidos, hemicelulosas, etc.
La composición proteica .del gluten consiste principalmente 
en gliadinas, gluteninas y proteínas del residuo proteico (es 
tas últimas son las que permanecen insolubles después de ha 
ber extraído las demás). Las gliadinas le confieren extensi_ 
bilidad, mientras que las gluteninas y las proteínas del re_ 
siduo le confieren elasticidad. También hay usualmente presen 
tes algunas albúminas y globulinas, dependiendo del lavado 
(Schofield y Booth 1983).
La importancia primaria de las proteínas del gluten 
en la preparación del pan es la "fuerza" que imparten a la 
masa, es decir, su resistencia a la extensión y su estabiljL 
dad durante el mezclado. Las masas "fuertes" tienen la capa 
cidad de retener burbujas de gas en la estructura. Una miga 
fina y suave es el resultado de una distribución pareja de 
pequeñas burbujas de gas que se expanden en el proceso de pa 
nificación. Si las propiedades reológicas del gluten son ta 
les que la masa es demasiado tenaz e insuficientemente exten 
sible, la resistencia a la expansión de las burbujas de gas 
será demasiado grande y resultará un volumen de pan pobre, 
de textura algo gomosa. Inversamente, para masas que conti£ 
nen gluten demasiado blando y extensible, las burbujas de 
gas se expanden excesivamente y coalescen unas con otras, 
este -pan tendrá una textura muy abierta con una estructura 
tosca.
Harinas con contenidos de proteína o de gluten equiva 
lentes pueden tener el gluten demasiado, o insuficientemente
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extensible, o con características óptimas. Así, no sólo es 
importante para la calidad panadera el contenido de proteí_ 
na o gluten de la harina, sino también la calidad de esas 
proteínas. Esto hace que el criterio más importante y definí^ 
tivo para la calidad de una harina sea el ensayo de panifica 
ción (Schofield y Booth 1983).
3.3 Características de las proteínas de almacenamiento en 
relación a las propiedades del gluten
3.3.1 Composición de aminoácidos: la composición de aminoá
cidos de las fracciones de gliadinas y gluteninas muestra al_ 
gunas similitudes, aunque hay ciertas diferencias entre ambas. 
Se acepta generalmente que en las proteínas de almacenamiento 
de trigo 1/3 o más de sus residuos aminoácidos corresponderían 
a restos de glutamina, y 1/7 o más a residuos de prolina 
(Kasarda y col. 1976). Una gran proporción de glutámico está 
como glutamina, y la mayor parte del aspártico está como aspa 
ragina. Esto, junto con los contenidos relativamente bajos de 
aminoácidos básicos, ha hecho que algunos autores consideren 
a ciertas gliadinas dentro de las proteínas conocidas menos 
cargadas (Kasarda y col. 1976).
Los homopolipéptidos sintéticos de glutamina forman es 
tructuras que son estables bajo condiciones muy severas(Krull 
y col. 1965), debido al gran número de puentes hidrógeno que 
se pueden formar. Hay observaciones que sugieren que los puen 
tes hidrógeno juegan un papel importante en las interacciones 
entre las proteínas de trigo. Además, la presencia de niveles 
relativamente altos de aminoácidos con cadenas laterales hidr£ 
fóbicas indica que hay también una proporción importante de 
interacciones hidrofóbicas en estas proteínas (Schofield y
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Booth 1983).
3.3.2 Gliadinas: las gliadinas comprenden un grupo heterogé_ 
neo de proteínas, que se clasifican por su movilidad electro 
forética en geles con buffer lactato de aluminio,en gliadinas 
f3, TÍ y u) (Woychik y col. 1961).
Casi todos sus restos de glutámico están como glutarni 
na, que provee una fuente de nitrógeno que puede ser fácilmen 
te utilizada por la semilla en germinación. Las gliadinas ti£ 
nen también altos contenidos de prolina (entre el 15 y el 30% 
del total de sus restos aminoácidos), probablemente por la 
misma razón que la glutamina: su incorporación directa en las 
vías que conducen a la síntesis de otros aminoácidos. La pre 
sencia de prolina facilita el plegamiento de las cadenas poli^  
peptídicas, que en estas proteínas adoptan conformaciones de 
tipo globular (Wu y Dimler 1964).
Las gliadinas están presentes en el gluten o en la ha 
riña en forma monomolecular, y la evidencia disponible sugi£ 
re que tienen estructuras algo asimétricas, compactas, que 
están estabilizadas por puentes disulfuro intramoleculares.
En general, contienen una importante proporción de estructura 
en oí-hélice (Wu y Cluskey 1965, Wu y col. 1967, Kasarda y 
col. 1968) (aproximadamente el 35% de la estructura de algu 
ñas oí-gliadinas es oí-hélice) y cantidades menores (10%) de 
estructura 13. Las u-gliadinas son ricas en una estructura 
llamada vueltas-!! , y parecen no tener estructura en oí-héli^  
ce o en hoja plegada, mientras que en las oí-gliadinas, y pro 
bablemente en las (3- y r-gliadinas, las vueltas-í! están 
concentradas en dominios específicos (Tatham y col. 1985).
Los pesos moleculares de la mayoría de las gliadinas 
caen en el rango de 30.000 a 45.000 daltons (Bietz y Wall
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1972, Ewart 1973, Sexon y Wu 1972). Las u>-gliadinas, sin em 
bargo, tienen pesos moleculares mucho mayores, como 75.000 y 
79.000 daltons, y son además deficientes en aminoácidos sul­
furados por lo que no tienen , o tienen muy pocos, puentes 
disulfuro intramoleculares (Booth y Ewart 1969).
3.3.3 Gluteninas: en general se considera que las gluteninas 
son complejos de alto peso molecular formados por subunidades 
unidas por puentes disulfuro (Kasarda y col. 1978), aunque 
hay otros modelos propuestos para su estructura. El peso mole 
cular de estos complejos va de 50.000 a varios millones 
(Jones y col. 1961) . Además de los puentes disulfuro, los 
enlaces no covalentes tienen una considerable importancia en 
las interacciones entre subunidades de gluteninas, y entre 
gluteninas y gliadinas y otras proteínas de trigo (Schofield 
y Booth 1983).
Las subunidades de gluteninas tienen pesos molecula­
res entre 11.000 y 133.000, determinados por electroforesis 
en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS) 
(Bietz y Wall 1972). Aunque las gliadinas y la mayor parte 
de las gluteninas reducidas tienen pesos moleculares simila 
res (Nielsen y col. 1962), y frecuentemente su composición de 
aminoácidos también es similar, pudiendo aún tener secuencias 
parciales idénticas de restos aminoácidos en sus cadenas poli^  
peptídicas (Ewart 1966), debe haber diferencias significati­
vas entre estas dos fracciones ya que tienen estructuras dif£ 
rentes. Las diferencias en la estructura primaria darían a 
las gluteninas una estructura plegada más laxa y una tenden 
cia a formar puentes disulfuro intermoleculares, en contraste 
con las gliadinas que tienen puentes disulfuro intramolecula 
res (Beckwith y Wall 1966) y estructuras estrechamente plega
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das (Kasarda y col. 1978).
Se ha propuesto que el entrecruzamiento entre las sub 
unidades de glutenina es limitado, dando principalmente polí^  
meros lineales (Kasarda y col. 1976). La formación de estos 
agregados lineales de subunidades proteicas explica la visco 
elasticidad de las gluteninas, en base a las fuertes interac_ 
ciones que habría entre ellos. La gran cantidad de glutamina 
en las proteínas de almacenamiento hace que necesariamente mu 
chos de estos residuos estén en la superficie de las subunida 
des, haciéndolas pegajosas debido a su capacidad de formar 
puentes hidrógeno. Habría también interacciones hidrofóbicas 
y iónicas (Kasarda y col. 1976). Por otro lado, la rápida di¡s 
minución en la viscosidad de las preparaciones de gluteninas 
después de la ruptura de los puentes disulfuro (Pence y Olcott 
1952, Nielsen y col. 1962), y la sensibilidad de la masa a reac 
tivos que atacan puentes disulfuro (Jones y col. 1974), han 
proporcionado fuertes evidencias de que los puentes disulfuro 
son importantes en la determinación de las propiedades de las 
gluteninas (Kasarda y col. 1976).
Las subunidades de gluteninas de alto peso molecular 
tienen en su dominio central una estructura del tipo de las 
vueltas-13 , estructura que está regularmente distribuida, re_ 
flejando una secuencia de restos aminoácidos regular. Los do^  
minios N- y C-terminales de estas subunidades probablemente 
tengan una estructura de oí. -hélice, y contienen los únicos re_ 
siduos de cisteína detectados en estas proteínas (Tatham y 
col. 1985). Estos autores proponen,además, que estas subuni­
dades son los principales componentes elásticos del gluten.
Las vueltas-í3 rep e t i d a s  en el dominio central forman u n a  es 
piral- Í3 elástica, y estos m o n ó m e r o s  elásticos e s t arían en
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samblados en polímeros de gluten por puentes disulfuro Ínter 
moleculares entre los residuos de cisteína de los dominios de 
d-hélice cercanos a los extremos N- y C-terminales.
3.4 Efecto del amasado sobre las proteínas de la harina
En la formación de la masa, los componentes de la hari 
na, y las proteínas en particular, deben primero hidratarse, 
y luego la aplicación de un esfuerzo de cizalla a la masa hi­
dratada, por medio de un trabajo de mezclado, da como resulta 
do una reorientación de las proteínas para producir una masa 
con características reológicas apropiadas (Schofield y Booth 
1983).
La mayoría de los estudios enfatizan el rol de las e£ 
tructuras poliméricas de gluteninas en los cambios que ocurren 
durante el amasado. En cuanto al papel de los grupos sulfhidri_ 
lo, se observó que éstos disminuyen al formarse la masa 
(Mecham y col. 1963). Sin embargo, el hecho que los reactivos 
que bloquean sulfhidrilos y los agentes oxidantes de estos 
grupos tengan efectos similares, no se explica fácilmente. 
Tampoco se explica la observación que la disminución en los 
grupos sulfhidrilo no se corresponde con un incremento equjL 
valente de puentes disulfuro (Tanaka y Bushuk 1973). Algunos 
informes recientes han sacado a la luz el papel del glutatión 
y su forma oxidada dipeptídica en las propiedades reológicas 
de la masa; el efecto de los mejoradores oxidantes, como por 
ejemplo el bromato, se ha atribuido frecuentemente a reaccio 
nes que involucran al glutatión más que a los sulfhidrilos 
de las proteínas directamente. Las evidencias disponibles in 
dican que las reacciones de intercambio sulfhidrilo-disulfu- 
ro, ocurren durante el mezclado entre glutatión y proteína
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(Jones y Carnegie 1971). No se sabe si ocurren entre proteí­
nas solas, aunque si se rompen puentes disulfuro presumible 
mente deba haber formación de nuevos puentes entre las esp£ 
cies proteicas, ya que la distribución de pesos moleculares 
durante el amasado se mantiene constante (Meredith y Wren 
1969) .
4. PERDIDAS POST-COSECHA
Cuando las sociedades primitivas pasaron de una econo 
mía nómade de recolección a una agricultura sedentaria, se en 
contraron con el problema de la conservación de los alimentos 
entre dos cosechas sucesivas.
Los granos de cereal constituyen la principal fuente 
de alimentos del hombre y de los animales domésticos, por lo 
que el conocimiento de los fenómenos que rigen su conserva­
ción y el dominio de las técnicas de almacenamiento son deter 
minantes para la supervivencia de millones de personas. No es 
entonces sorprendente que cada sociedad, con su cultura y su 
tecnología propias, se haya interesado por esta cuestión 
(Muíton 1982).
En nuestro país un volumen importante de la produc­
ción de cereales (5-20% según el tipo de grano) se pierde an 
tes de su industrialización o exportación debido a deterioros 
sufridos por el grano durante su acondicionamiento y almace­
namiento .
4.1 Deterioro sufrido por el grano como consecuencia del 
secado
La cosecha anticipada de trigo, practicada con el ob 
jeto de dejar la tierra disponible para el cultivo de soja, y
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también problemas climáticos, obligan al productor a secar el 
grano artificialmente para llevarlo a un contenido de humedad 
no mayor al 14%, límite establecido para su posterior almac£ 
namiento.
En los últimos años se ha observado un aumento en el 
porcentaje de trigo secado artificialmente; de acuerdo a da 
tos suministrados por fuentes oficiales y privadas, en 1980 
se secaba aproximadamente el 10% de la producción de trigo, 
en tanto que en 1983 se secó un 34% de este cereal.
Por razones económicas se trata de secar el trigo lo 
más rápidamente posible después de la cosecha, y para ello se 
emplean muchas veces temperaturas demasiado elevadas, que pu£ 
den provocar un deterioro del grano afectando tanto su uso 
como semilla como su calidad industrial (Wassermann 1978, 
Booth y col. 1980).
Las exposiciones agudas a altas temperaturas pueden 
conducir a la desnaturalización de proteínas, a la ruptura 
de membranas (Steponkus 1981), a la desnaturalización de ác_i 
dos nucleicos, y eventualmente a modificaciones no enzimát_i 
cas del almidón y reacciones de Maillard (Multon 1982).
Esto trae como consecuencia la pérdida de viabilidad 
de las semillas, que se considera, junto con el volumen de 
pan,uno de los parámetros más sensibles para medir el det£ 
rioro térmico (Masková y col. 1982, Schreiber y col. 1981).
Comparado con la capacidad germinativa, el contenido 
de gluten del grano de trigo disminuye más lentamente con el 
secado, aunque las propiedades del gluten experimentan un cam 
bio más rápido (Masková y col. 1982).
Para la calidad panadera, es esencial que la harina 
contenga suficiente gluten, y que la proteína del gluten sea
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de buena calidad o funcionalidad (Booth y col. 1980).
En estudios realizados calentando gluten en distintas 
condiciones, se observó que las propiedades del mismo en pa 
nificación disminuyen progresivamente con el calentamiento. 
Esto va acompañado de una pérdida de extractabilidad de las 
proteínas del gluten, siendo las gluteninas las proteínas más 
afectadas por el tratamiento térmico (Schofield y col. 1983). 
Se ha postulado que las gluteninas se despliegan a temperatu 
ras mayores de 75°C, y esto facilita las reacciones de Ínter 
cambio sulfhidrilo-disulfuro entre los grupos expuestos. E^ 
ta redistribución de enlaces disulfuro haría que la proteína 
se mantenga en el estado desnaturalizado durante el enfria­
miento (Schofield y col. 1983).
Se han realizado numerosos estudios midiendo el det£ 
rioro producido por el secado a través de ensayos de viabili^ 
dad, actividad de determinadas enzimas, volumen de pan, con 
tenido de gluten, solubilidad de proteínas, etc., tratando 
de correlacionar los resultados obtenidos con las condiciones 
de secado (Masková y col. 1982, Schreiber y col. 1981, 
Yakovensko y col. 1979, Wassermann 1978). Sin embargo, los 
resultados son válidos sólo para el tipo de secadero utiliza 
do, y no pueden referirse a otros secaderos sin investigacio 
nes adicionales (Schreiber y col. 1981).
El objetivo de este trabajo fue planteado en otros 
términos: se buscó estudiar el deterioro experimentado por 
la semilla de trigo como consecuencia del secado, tanto en el 
embrión como en el endosperma y en la semilla como un todo, 
principalmente a nivel de la desnaturalización de proteínas, 
y correlacionar los datos referentes a las alteraciones pro 
teicas con parámetros de calidad industrial y viabilidad.




Para los ensayos se utilizaron semillas de trigo (Tri_ 
ticum aestivum) cultivar Marcos Juárez-INTA, provenientes de 
Pergamino (Argentina) cosecha 1982/1983. Las pruebas que se 
realizaron con otras semillas están expresamente indicadas.
2. PROCESAMIENTO
2.1 Humectación y secado de las semillas
Las semillas se procesaron de acuerdo al siguiente 
esquema: se humectaron hasta alcanzar tres porcentajes dif£ 
rentes -de humedad, y posteriormente se secaron en distintas 
condiciones de tiempo y temperatura, hasta llegar a un cont£ 
nido de humedad adecuado para ser almacenadas. Como control 
para los ensayos posteriores, se utilizaron semillas que no 
habían sufrido este procesamiento.
2.1.1 Humectación: se hicieron ensayos tendientes a elevar el 
contenido de humedad de las semillas hasta un determinado va 
lor, que pasaría a ser el porcentaje de humedad inicial. Para 
ello, las semillas se pusieron en agua destilada a temperatu 
ra constante, y se midió el contenido de humedad a diferentes 
tiempos, secándolas previamente con un género y dejándolas 
aproximadamente 1 h 30 min a temperatura ambiente (20°C) para 
medir solamente el contenido interno de humedad. Así se deter 
minaron la temperatura y el tiempo de humectación necesarios 
para que las semillas alcancen contenidos de humedad de 17,
21 y 25%.
2.1.2 Secado: las semillas se pusieron en una estufa con ven 
tilación dentro de una red de algodón, formando una capa de
dos semillas de espesor como promedio. Esta red estaba a su 
vez apoyada sobre otra red del mismo tipo , permitiendo de 
esta manera que las semillas de las superficies superior e 
inferior estuvieran en contacto con el aire. Además, debido 
al escaso espesor de la capa de semillas, las condiciones de 
secado fueron similares para todas ellas.
La temperatura durante el secado se midió con termo 
cuplas de Cobre-Constantan, que fueron colocadas en el aire, 
en la superficie de las semillas y en el interior de las mis; 
mas. Se registró la temperatura cada 30 segundos, obteniendo 
historias térmicas como la que se muestra en la Figura 1. La 
oscilación en la temperatura de la historia térmica superior 
se debe a pulsos de ventilación forzada. La temperatura del 
aire fue de 110°C, 125°C y 140°C, y se hicieron ensayos para 
determinar los tiempos de secado correspondientes a cada tem 
peratura y a cada porcentaje de humedad inicial, necesarios 
para llevar el contenido de humedad a un rango de 10 a 14%, 
considerado adecuado para el almacenamiento.
El contenido de humedad inicial se midió inmediata 
mente antes de secar las semillas, y el final después del 
tratamiento.
En la Tabla I se muestran, para cada condición de s£ 
cado, el contenido de humedad inicial y final, el tiempo, la 
temperatura aproximada del aire de secado, y la temperatura 
alcanzada por la semilla al final del tratamiento, obtenida a 
partir de los datos proporcionados por las termocuplas ubica 
das en el interior de las mismas.
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TABLA I: Condiciones de secado












12,3 25 110 53
Ib
17,1 13,4 20 125 56
I
c 16,9





20,6 12,1 35 125 57
II
C
20,9 12,2 30 140 63
IIIa 25,5
12,3 65 110 60
JIIb 25,1
12,1 55 125 61
IIIc 25,1
12,7 45 140 70
(1) Expresado como gr agua/100 gr de materia húmeda.
(2) El hecho que la temperatura del lote de semillas 11^ sea
inferior a la del lote II , se a debería a una posición di
ferente de la termocupla en el interior de la semilla.
2.2 Separación del embrión
Los embriones fueron cortados y separados manualmente
de las semillas con una pinza.
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Figura 1. Historias térmicas obtenidas durante el secado de las semillas 
Ib. • Temperatura del aire. + Temperatura de la superficie de 
las semillas, a Temperatura del interior de las semillas.
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2.3 Separación del endosperma
Las semillas se pusieron previamente en agua destila 
da alrededor de 20 min., y se separó el endosperma manualmen 
te con una pinza. Posteriormente se trituraron en forma ma­
nual .
2.4 Obtención de harina
Las semillas se molieron en un-molino Brabender Jr,
con un rendimiento de aproximadamente el 50%. La harina ob
tenida no se tamizó. Se obtuvo harina de semillas control,
I I I II II II , III , III y III . a b c a b c  a b c
3. EXTRACCION DE PROTEINAS
3.1 De embrión
Las proteínas del embrión se extrajeron a partir de 
25 semillas de cada uno de los lotes secados en las condicio 
nes especificadas en la Tabla I, y de dos lotes control que 
no habían recibido ningún tratamiento. La extracción se realñ^  
zó en tubos de centrífuga de 10 mi, con una solución de NaCl 
5%, y se extrajo con una relación solvente:sólido de 25:1.
Los embriones fueron triturados con una varilla, y estuvieron 
en contacto con la solución de extracción con agitación oca­
sional por 3 hs 20 min. Al cabo de este tiempo las muestras se 
centrifugaron a 12.000 x g durante 20 min. La temperatura de 
extracción fue de 0-5°C. Los sobrenadantes se guardaron a 
- 60°C.
3.2 De endosperma
Las proteínas de endosperma se extrajeron de 15 semillas
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de cada uno de los lotes secados en las condiciones de la Ta 
bla I, y de dos lotes control que no habían recibido ningún 
tratamiento. La extracción se realizó en tubos de centrífuga 
de 30 mi con una relación solvente:sólido de 20:1. La solu­
ción de extracción utilizada fue SDS 2%-Tris/HCl 0,1M, pH 8 
(Bottomley y col. 1982). Las muestras estuvieron en contacto 
con la solución de extracción, con agitación ocasional, duran 
te aproximadamente 24 hs. Al cabo de este tiempo se centrifu 
garon a 17.000 x g por 1 hora 10 min. La temperatura de ex­
tracción fue de 0-5°C. Los sobrenadantes se guardaron a -60°C.
3.3 De harina
Se extrajeron proteínas de harina provenientes de se
millas control, I, , I , II , III, y III . La extracción seb c a b J c
realizó en tubos de centrífuga de 30 mi, con una relación 
solvente:sólido de 25:1 (0,1 gr harina + 2,5 mi solución de 
extracción). La solución de extracción utilizada fue SDS 2% - 
Tris/HCl 0,1M, pH 8 -(Bottomley y col. 1982). Las muestras es 
tuvieron en contacto con la solución de extracción, con agita 
ción ocasional, por 24 hs. Al cabo de este tiempo se centri­
fugaron a 17.000 x g durante 1 h 10 min . La temperatura de 
extracción fue de 0-5°C. Los sobrenadantes se guardaron a 
- 60°C.
3.4 De masa
3.4.1 Preparación de la masa: La masa se hizo con harina pro
veniente de semillas control, I, , I , II , III y III .b e  a b c
La preparación de la masa se realizó en cápsula de 
porcelana, con agua destilada, en una relación de 0,6 mi de 
agua destilada por gramo de harina. Se amasó con varilla has
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ta que se desprendiera de las paredes y se dejó descansar una 
hora a temperatura ambiente (20°C) antes de agregar la solu­
ción de extracción.
3.4.2 Extracción: La extracción de proteínas se hizo en tubos 
de centrífuga de 30 mi, con una relación solvente:harina de 
25:1 (relación solvente:masa de 15,6:1). La solución de extrae 
ción usada fue SDS 2% - Tris/HCl 0,1 M, pH 8 . La masa se dis^
gregó con una varilla y se dejó en contacto con la solución de 
extracción, con agitación ocasional, durante aproximadamente 
24 hs. Al cabo de este tiempo se centrifugó a 17.000 x g duran 
te 1 hora 10 min. La temperatura de extracción fue de 0-5°C. 
Los sobrenadantes se guardaron a - 60°C.
4. DETERMINACIONES ANALITICAS
4.1 Contenido de humedad de las semillas
El contenido de humedad se midió por diferencia de p£ 
so antes y después de secar las semillas en estufa a 130°C 
durante 2 hs, y se expresó como gr agua/100 gr de muestra hú 
meda.
La correlación entre este método de determinación de 
humedad y el método oficial de la A.O.A.C., (A.O.A.C. 1980a)
que consiste en secar en estufa a 130°C durante 2 hs las senii 
lias previamente molidas, es la siguiente (Giner y Cálvelo 
1986):
0,9258 Mp + 0,0279M = -------- L---- 1------  (1)
1,0279 - 0,0742 Mc
donde M y M son los contenidos de humedad decimales en ba R C
se húmeda determinados por el método de la A.O.A.C y por el
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empleado en el presente trabajo respectivamente.
4.2 Concentración de proteína soluble
El contenido de proteína soluble se determinó por el 
método de Lowry (Lowry y col. 1951), utilizando para los cál 
culos una curva de calibración de seroalbúmina bovina. En los 
casos en que la muestra contenía SDS, el patrón para la curva 
de calibración se preparó en las mismas condiciones. Todas las 
determinaciones se hicieron por duplicado.
4.3 Determinación de proteína total
Se determinó el contenido de proteína total en embrión 
y en harina por el método de Kjeldahl, utilizando un aparato 
Büchi 425 como digestor y un aparato Büchi 320 como unidad de 
destilación. Los ensayos se hicieron por duplicado, y los por 
centajes de proteína total se calcularon como %N x 6,25 para 
embrión, y %N x 5,7 para harina (Yakovensko y col. 1979, Shur 
palekar.y Maridas Rao 1977, A.A.C.C. 1983a).
5. ELECTROFORESIS
Se hicieron electroforesis en placa (180 x 140 x 
0,7 mm) en geles de poliacrilamida con SDS, de acuerdo al si£ 
tema de buffer discontinuo de Laemmli (Laemmli 1970, Laemmli 
y Favre 1973).
5.1 Soluciones utilizadas
5.1.1 Solución madre de acrilamida-bisacrilamida:






A.D. c.s.p. 100 mi
Se filtró y se guardó en frasco color caramelo.
5.1.2 Buffer del gel de"stacking"(apilador):





Se llevó a pH 6,8 con HC1 1N
TEMED 0,1 mi 0,4 %
A.D. c.s .p. 25 mi




Se llevó a pH 8,8 con HC1 1N
TEMED 0,4 mi





5.1.4 Buffer de corrida:
para 1000 mi (3,5x) concentración final (lx)
Tris 21,0 gr 0,05 M
Glicina 100,8 gr 0,384 M
SDS 3,5 gr 0,1 %
Se llevó a pH 8,3 con HC1 1N
A.D. c.s.p. 1000 mi
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Se preparó una solución concentrada (3,5x) que se
diluyó hasta lx antes de usar.
5.1.5 Buffer de muestra:
5.1.5.1 Con mercaptoetanol (ME)
para 10 mi concentración
Tris 12,1 mg 0,01 M
EDTA 2,9 mg 0,001 M
SDS 100 mg 1 %
ME 0,5 mi 
Glicerol 4 mi 
azul de bromofénol
Se llevó a pH 8 con HC1 1N. 
A.D. c.s.p. 10 mi
5 %
5.1.5.2 Sin mercaptoetanol




para 250 mi concentración
Isopropanol 62,5 mi 25 %
Acido acético glacial 25 mi 






Blue R-250 0,05 g 0,02 %
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Acido acético glacial 17,5 mi 7 %
A.D. c.s .p. 250 mi




Acido acético 50 mi
A.D. c.s.p. 500 mi




Persulfato de amonio 
A.D.





Se fraccionó y se guardó a - 60°C.
5.2 Preparación del gel
5.2.1 Gel separador:
Concentración de acrilamida-bisacrilamida: 12,6 %
para 45 mi (2 placas)
Buffer del gel separador







5.2.2 Gel de "stacking"(apilador):
Concentración de acrilamida-bisacrilamida: A%
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para 10 mi (2 placas
Buffer del gel de"stacking" 2,5 mi 
Solución madre de acrilamida-bisacr. 1,3 mi 
Glicerol-agua destilada 5,9 mi 
Persulfato de amonio 2% 0,3 mi
5.3 Preparación de las muestras
A las muestras se les agregó buffer de muestra con o 
sin mercaptoetanol en una relación muestra:buffer de 2:1 y 
3:1 según los casos. Antes de sembrarlas se calentaron a Ba 
ño María durante 5 min. a 100°C.
5.4 Patrones de peso molecular
El peso molecular de las diferentes bandas correspon 
dientes a especies proteicas se estimó utilizando un kit de 
calibración de Pharmacia. Las proteínas patrón utilizadas y 
sus pesos moleculares correspondientes fueron los siguientes 
fosforilasa b (94.000 daltons), seroalbúmina bovina (67.000 
daltons), ovoalbúmina (43.000 daltons), anhidrasa carbónica 
(30.000 daltons), inhibidor de tripsina de soja (20.100 dal_ 
tons), y -lactalbúmina (14.400 daltons). Los pesos molecu 
lares se calcularon con una curva de calibración en la que 
se gráfico log PM vs distancia recorrida por la especie pro 
teica en el gel separador.
5.5 Equipos utilizados
Las corridas se hicieron en un equipo de electrofor£ 
sis Pharmacia GE-2/4. Las densitografías de los geles fueron 
hechas utilizando un espectrodensitógrafo Shimadzu TLC 
Scanner CS-910 de doble longitud de onda, seleccionando como
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longitud de onda para la muestra 570 nm, y como longitud de 
onda de referencia 395 nm. El densitógrafo estaba conectado 
a un integrador Shimadzu C-R 1A chromatopac.
5.6 Condiciones de corrida
Las corridas se hicieron en una cuba refrigerada con 
una intensidad de corriente de 25 mA como máximo, y un tiem 
po de corrida de 24 hs.
6. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC)
6.1 Aparato utilizado
Para las corridas de calorimetría diferencial de ba 
rrido se utilizó un calorímetro Du Pont Model 910 System con 
un registrador Hewlett Packard 7046 B.
6.2 Calibración del equipo
La calibración se hizo a través de las endotermas de 
fusión del Indio. Para ello se pesaron 15 mg de Indio con 
una precisión de 0,01 mg, dentro de una cápsula de DSC de 
aluminio hermética que posteriormente se selló.
6.2.1 Calibración de temperatura: para la calibración de tem 
peratura se hicieron corridas de DSC de Indio, obteniendo ter 
mogramas de flujo de calor vs temperatura (en mV). La cápsula 
con Indio se calentó a velocidad constante en un rango de tem 
peraturas que incluyó la temperatura de fusión de este metal 
(156,6°C), utilizando como referencia una cápsula equivalente 
vacía. Así se obtuvieron las endotermas de fusión del Indio 
a distintas velocidades de calentamiento (Í3) (de 3°C/min a 
22°C/min), y para cada velocidad se calcularon las correccio
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nes de temperatura en mV. La corrección de temperatura inclu 
ye dos términos:
- Retardo térmico (conocido como thermal lag), TL^
- Corrección por velocidad de calentamiento, Í3q
La resistencia térmica Rq se calculó según la expre­
sión :
R (adimensional) o
b (cm) . Sx (mV/cm) 
a (cm) . Sy (mV/cm)
(2)
donde Sx y Sy son las sensibilidades en abscisas y en ordena 
das respectivamente, y b/a es la inversa de la pendiente co 
rrespondiente a la porción lineal de la primera parte de la 
endoterma. El término de corrección por retardo térmico pa 
ra cada velocidad queda expresado entonces como:
TL (mV) = R .h (cm). Sy (mV/cm) (3)o o
donde h es la altura del pico desde la línea de base.
La temperatura de fusión del Indio (T^), obtenida de 
tablas, es 156,6°C, que para las termocuplas tipo K (cromel- 
alumel) del sensor de la celda del DSC es equivalente a 6,403 
mV. Este valor tiene que coincidir con la temperatura del p_i 
co corregido por los términos TLq y Í3q:
6,403 = T - TL - fi (4)In o o
donde es la temperatura del pico de fusión del Indio enIn
los termogramas de DSC, expresado en mV. De esta expresión
se Duede calcular Í3 en mV.o
La temperatura del pico en los termogramas de embrión 
de trigo fue calculada para cada velocidad de calentamiento,
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con la expresión:
T, = T - R . h . S y - f l  max p o o (5)
donde T , es la temperatura corregida del pico en mV, T es max p
la temperatura medida en los termogramas en mV, Sy es la sen
sibilidad del eje y en mV/cm para la muestra, h es la altura
del pico de la muestra en cm, R y (3 son los valores calcuo o —
lados para el Indio, para cada velocidad de calentamiento.
El término Rq. h.Sy fue despreciable para el pico obtenido en
las corridas de embrión de trigo, y en los cálculos se consi^
deró solamente la corrección por velocidad de calentamiento,
13 . Los valores de T , en mV se pasaron luego a °C con la o max
tabla de conversión mV - °C del manual del equipo para termo 
cuplas tipo K (cromel-alumel). Estos valores se utilizaron en 
el método de Ozawa (Ozawa 1970).
6.2.2 Cálculo del calor de transición,AH: para el cálculo del
calor de transición, AH, de la muestra, se utilizaron como r£
ferencia endotermas de fusión de Indio, registradas como flu 
c) Hjo de calor, — — , en función del tiempo, y teniendo como da dt —
tos su masa y su calor de fusión:
m
AH  ^ = AH tmuestra In
In
m
A Sy Sxmuestra muestra muestra ,„N x — :----- x —  ------ x —  ------ ( 6)
muestra In SyIn SxIn
donde AH es el calor de transición en cal/gr, m es la masa
2
en mg, A es el área bajo la curva en mm , Sy es la sensibil_i 
lidad en ordenadas en mcal/sg.cm, y Sy es la sensibilidad 
en abscisas en min/mm.
La velocidad de calentamiento fue de 10°C/min.
Para cada endoterma se trazó la correspondiente lí-
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nea de base. El área resultante se midió con un analizador de 
imágenes Morphomat 34 Zeiss.
El peso seco de las muestras se calculó haciendo un 
orificio en la cápsula después de la corrida, y secándola en 
estufa a 100°C durante la noche.
6.3 Preparación de las muestras
6.3.1 Embriones de trigo: los embriones se cortaron y se se 
pararon manualmente de las semillas con una pinza. Las mués 
tras, (10 embriones, con un peso de aproximadamente 6 mg) se 
pusieron dentro de cápsulas de DSC de aluminio no herméticas, 
excepto para el método isotérmico (Materiales y Métodos pág. 
36), para.el que se utilizaron cápsulas herméticas. A con 
tinuación se sellaron las cápsulas, asegurando un buen con 
tacto entre la muestra y el fondo de la cápsula. Todas las 
muestras utilizadas para calorimetría diferencial de barrido 
tenían aproximadamente el mismo contenido de humedad (alred£ 
dor del 12%). Durante las corridas se usó como referencia una 
cápsula vacía equivalente.
6.3.2 Harina de trigo: se hicieron corridas de calorimetría 
diferencial de barrido de harina de trigo obtenida de las s£ 
millas en estudio. Las corridas se hicieron en cápsulas her 
méticas, usando como referencia una cápsula equivalente va 
cía.
6.3.3 Gluten de trigo: las corridas de DSC de gluten de trigo 
se hicieron en cápsulas de aluminio herméticas, utilizando co 
mo referencia cápsulas equivalentes dobles o de doble base.
El gluten se preparó de acuerdo al método de la 
A.A.C.C. (A.A.C.C. 1983b), a partir de 5 gr o de 2,5 gr de
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harina obtenida de semillas control, por lavado de la masa 
bajo canilla.
6.3.4 Masa de harina de trigo: se hicieron corridas de masa 
preparada con harina de trigo proveniente de las semillas en 
estudio, en cápsulas de aluminio herméticas, usando como r£ 
ferencia cápsulas dobles.
La masa se preparó con agua destilada, en una propor 
ción de 0,6 mi de agua destilada por gramo de harina.
6.4 Determinación de la energía de activación y del factor 
preexponencial de la ecuación de Arrhenius
Para calcular la energía de activación y el factor 
preexponencial de la ecuación de Arrhenius de la transición 
térmica observada en los termogramas de DSC de embriones de 
trigo, se utilizó un método dinámico, en el que se mide el 
corrimiento de los picos por efecto de la velocidad de calen 
tamiento.
6.4.1 Método dinámico: se hicieron corridas de DSC de embrio
nes de trigo a diferentes velocidades de calentamiento
(3°C/min, 5°C/min, 7°C/min, 10°C/min, 15°C/min, 18°C/min,
20°C/min y 22°C/min), obteniendo termogramas de flujo de 
dHcalor
d t
vs temperatura. Sobre cada endoterma se determina
ron las temperaturas T , de los picos, según se explicó en lamax -
pág. 31 . La energía de activación, Ea, y el factor preexponen
cial,Z, de la ecuación de Arrhenius, se calcularon grafican 
2
do - ln (Íl/T „ ) vs 1/T , de acuerdo con la ecuación de max max
Ozawa (Ozawa 1970):
_ /n/m 2 n n / ZR . Ea
ln (n/W  = ln (^ - ) - max
(7)
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donde A es la velocidad de calentamiento (K/min) , T , es lamax
temperatura del pico (K), Z es el factor preexponencial de la
ecuación de Arrhenius (1/min), y R es la constante de los ga
ses (cal/mol.K). Se aplicó una regresión lineal por cuadrados
mínimos sobre 46 puntos experimentales, seleccionando -ln 
2
(ÍB/T , ) como variable independiente (Pravisani y col. 1985). max
6.4.2 Método isotérmico: este método consiste en calcular la
vida media para la reacción a una temperatura determinada,
utilizando los valores de energía de activación y factor pr£
exponencial obtenidos por otro método, en este caso, por el
método de Ozawa. Para ello se postuló una cinética de primer
orden con respecto al tiempo y se estimó el tiempo de vida m£
X n 2dia como tv = — - --  (min), para tres temperaturas diferentes
r¿ K
(70°C, 72°C y 75°C). Los embriones extraídos de semillas con 
trol, se cortaron en dos partes, obteniéndose dos muestras 
equivalentes de mitades de embriones. Una de estas muestras 
se puso en cápsulas herméticas de DSC, y se sumergió en un 
baño de agua termostatizado a una temperatura determinada 
(70°C, 72°C ó 75°C), durante un período de tiempo equivalente 
al tiempo de vida media calculado para esa temperatura. Al 
cabo de este tiempo la cápsula se sumergió en un baño de 
agua-hielo para frenar el tratamiento isotérmico en forma 
brusca. Las cápsulas tratadas de esta manera se calentaron 
luego en el equipo de DSC a una velocidad de calentamiento 
A = 10°C/min. Con las muestras obtenidas con la otra mitad 
de los embriones, se hicieron corridas en las mismas condicio 
nes, pero sin el tratamiento isotérmico previo. Se midieron 
luego las áreas de las endotermas obtenidas en los dos ca­
sos, y se compararon los valores (Duswalt 1974).
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7. ENSAYOS DE CALIDAD PANADERA
7.1 Ensayo de micropanificación
Se hicieron ensayos de micropanificación con harina 
obtenida de semillas secadas en las condiciones de la Tabla 
I y de semillas control (Materiales y Métodos pág. 21).
El método utilizado fue el método oficial del Minis 
terio de Agricultura de La Nación, modificado en el Labora 
torio de la Estación Experimental Regional Agropecuaria de 




harina 10 gr —
sal fina 0,1 gr 1 %
azúcar 0,25 gr 2,5 %
levadura prensada 0,3 gr 3 %
malta-harina 0,01 gr 0,1 %
A.D. 4-5 mi
La cantidad de malta-harina (d-amilasa) a agregar se 
determinó por medio del número de caída (falling number), d£ 
finido como el tiempo en segundos requerido para agitar y per 
mitir que caiga un agitador una distancia medida, a través 
de un gel de harina y agua caliente, que está experimentando 
licuefacción (A.O.A.C. 1980b).
El número de caída se determinó con 7 gr de harina 
y 25 mi de agua destilada.
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7.1.2 Panificación: para preparar la masa, se disolvieron la 
sal y el azúcar en agua a 30°C, y lo mismo se hizo con la l£ 
vadura. La malta-harina se agregó junto con la harina.
El tiempo de amasado, en amasadora, fue de 2 min. pa
ra la harina proveniente de semillas control, I , III , III,a a b
y III^; y de 1 min. 30 seg. para la harina proveniente de se_ 
millas I , I , II , II y II . Después del amasado, se pasó
D C 3. u O
la masa al fermentógrafo (30°C y 80 % de humedad). A partir 
de los 15 min desde el momento en que entró en la amasadora 
se hicieron dos amasados leves ("punch") con intervalos de 
15 min, y a los 45 min. se dio forma al pancito. Se dejó en 
el fermentógrafo 30 min más, y se pasó al horno. Se cocinó 
durante 15 min a 210°C.
Una vez fríos se midió el volumen de los pancitos por 
desplazamiento de semillas de nabo.
7.2 Ensayo de sedimentación de Zeleny
Para realizar este ensayo se usaron 3,2 gr de harina 
que se pasaron a la probeta de Zeleny. Se agregaron 50 mi de 
agua destilada y 5 min. después 25 mi de solución de ácido 
láctico, alcohol isopropílico y agua destilada, siempre agi^  
tando. Se dejó reposar 5 min. y se leyó el volumen de prec^ 
pitado en la probeta de Zeleny (Zeleny 1947).
La solución de ácido láctico y alcohol isopropílico 
se prepara mezclando 180 mi de solución madre de ácido láctjL 
co (obtenida diluyendo 250 mi de ácido láctico 85 % USP a un 
litro con agua destilada y dejándola 6 hs a reflujo sin pér 
dida de volumen), con 200 mi de alcohol isopropílico y ll£ 
vando a 1 litro con agua destilada (A.A.C.C. 1983c).
-39-
7.3 Ensayos con gluten
7.3.1 Determinación de gluten húmedo y gluten seco: para la 
obtención de gluten se utilizó un aparato Glutomatic 2200.
En el ensayo se usaron 10 g de harina y 4,5 mi de agua de^ 
tilada. La temperatura del agua de lavado fue de 23°C, y el 
tiempo de lavado de 8 min. Los valores de gluten húmedo y s£ 
co se determinaron por pesada, este último después de secar 
el gluten húmedo en estufa a 100°C (I.C.C. 1982).
7.3.2 Efecto del SDS y del ME en la estructura del gluten:
el gluten se obtuvo en forma manual a partir de 2,5 gr y de 
5 gr de harina de semillas control, por lavado de la masa ba 
jo canilla, siguiendo el método de la A.A.C.C.(A.A.C.C. 
1983b). Una vez obtenido el gluten, se dividió en cuatro por 
ciones, que se dejaron en recipientes con distintas solucio 
nes: SDS 1 % - ME 5 %; SDS 1 %; ME 5 % y agua destilada. Al 
cabo de 6-8 horas se observaron las muestras a través de una 
lupa Zeiss y de un microscopio Leitz, y se fotografiaron.
8. ENSAYOS DE GERMINACION
8.1 Efecto de las condiciones de secado sobre la viabilidad 
de las semillas
Se hicieron ensayos de germinación con las semillas 
secadas en las condiciones de la Tabla I y con semillas con 
trol. Los ensayos se llevaron a cabo a 20°C en cajas de P£ 
tri estériles, conteniendo cada una 3 hojas de papel de fi^ 
tro. Se pusieron a germinar 100 semillas de cada lote, 25 
por caja, y se agregó a cada caja 6 mi de agua destilada e^ 
téril. Al cabo de 3 días se determinó el porcentaje de se mi 
lias germinadas.
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8.2 Efecto del NaF sobre semillas calentadas y no calentadas
Estos ensayos se hicieron con semillas Marcos Juarez- 
INTA cosecha 1983/84 control y calentadas. Las semillas lia 
madas "calentadas1' fueron todas humectadas y secadas en las 
mismas condiciones, siguiendo un procedimiento equivalente al 
descripto en la pág. 19.
Grupos de 50 semillas se pusieron a germinar en cajas 
de Petri estériles (25 semillas por caja), que contenían 3 
papeles de filtro cada una y 6 mi de diferentes medios. Las 
siembras se hicieron en condiciones de esterilidad, pasando 
previamente las semillas por lavandina diluida y lavándolas 
con agua destilada estéril.
8.2.1 Medios utilizados:
- NaCl 0,15 M
- NaF 0,005 M - NaCl 0,145 M
- NaF 0,0075 M - NaCl 0,1425 M
- NaF 0,01 M - NaCl 0,14 M
- NaF 0,0125 M - NaCl 0,1375 M
- NaF 0,015 M - NaCl 0,135 M
- NaF 0,0175 M - NaCl 0,1325M
- NaF 0,02 M - NaCl 0,13 M
- NaF 0,025 M - NaCl 0,125 M
- NaF 0,03 M - NaCl 0,12 M
- NaF 0,04 M - NaCl 0,11 M
- NaF 0,055 M - NaCl 0,095 M
9. ENSAYOS DE RESPIRACION
9.1 Aparato utilizado
Para los ensayos de respiración de las semillas se utjL
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zó un respirómetro diferencial Gilson de válvula simple.
9.2 Procedimiento y condiciones del ensayo
El intercambio gaseoso, producido durante la respira 
ción de semillas de trigo Marcos Juarez-INTA, cosecha 1983/84, 
se midió en diferentes medios, utilizando para los ensayos se 
millas control y semillas calentadas. Las semillas calentadas 
fueron tratadas de la misma manera que en la pág. 40.
En cada recipiente del respirómetro se pusieron 30 s£ 
millas de aproximadamente el mismo peso total, y en los casos 
en que se quería medir el consumo de oxígeno solamente, se pu 
so en el compartimiento central del recipiente un papel de 
filtro plegado con 0,2 mi de KOH 10 %. Inmediatamente antes 
de conectarlos al respirómetro, se agregó a las semillas 3 mi 
de la solución correspondiente. Las muestras se sumergieron 
todas a la vez en el baño del aparato, que estaba a 30°C, y 
se dejaron 15 min. con el sistema abierto. A los 15 min. se 
cerraron las válvulas, y se midió el intercambio gaseoso en 
función del tiempo a través de los manómetros del equipo, du 
rante aproximadamente cuatro horas.
9.3 Cálculos
Para los cálculos se consideraron los datos tomados 
entre las 2 y 4 hs después de la imbibición de las semillas.
El equipo consta de micrómetros, calibrados en micro 
litros de gas, de manera que las lecturas dan directamente 
los microlitros de gas absorbidos o producidos en cada rec_i 
piente del respirómetro, en las condiciones del ensayo.
La velocidad de consumo de 0^ se calculó a partir de la 
pendiente de la curva de cantidad de ,0 consumido vs. tiempo, 
en los recipientes con KOH en el compartimiento central. La ve
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locidad de producción de CO^ se calculó restando a la veloci_ 
dad de consumo de 0^ medida anteriormente, la diferencia en 
tre el consumo de 0^ y la producción de CO^, medida en los 
recipientes sin KOH.
9.4 Soluciones utilizadas
- NaCl 0,15 M
- NaF 0,15 M
10. TRATAMIENTO ESTADISTICO
Se realizó un análisis de varianza (ANAVAR) de dos 
factores para un límite de confianza del 1%.
Como fuentes de variación se tomaron la temperatura 
del aire de secado y la humedad inicial de las semillas, ana 
lizándose también la interacción de los dos factores.
Las medias calculadas para cada condición de secado, 
se compararon por medio de un test LSD (menor diferencia sig 
nificativa) para un nivel de significación del 1%.
R E S U L T A D O S  Y D I S C U S I O N

E F E C T O  D E L  S E C A D O  S O B R E  L A S
P R O T E I N A S  DE  E M B R I O N  D E  T R I G O
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Las proteínas del germen, entre las que se encuentran 
un gran número de enzimas, tienen un papel fundamental en el 
desarrollo de la futura planta. Si se utiliza el trigo como 
semilla, hay que tener en cuenta que una alteración en estas 
proteínas puede tener como consecuencia que la semilla no ger 
mine o que la planta tenga un desarrollo anormal.
En el caso particular del secado, se pueden producir 
temperaturas lo suficientemente altas como para alterar la 
viabilidad de las semillas,y uno de los principales componen 
tes que sufren deterioro durante este proceso son las proteí_ 
ñas del embrión. Por este motivo se estudiaron las alterado 
nes producidas en estas proteínas por efecto de la temperatu 
ra.
Cuando las proteínas se calientan por encima de una 
temperatura determinada, generalmente experimentan cambios 
característicos que son el resultado de modificaciones en su 
estructura tridimensional. Las proteínas que han sufrido ta 
les cambios se conocen como proteínas desnaturalizadas, y el 
proceso se denomina desnaturalización (Laidler y Bunting 
1973). Estos cambios pueden ponerse en evidencia de distintas 
maneras: por pérdida de actividad biológica, disminución en 
la solubilidad, etc. En este capítulo se estudiará, en pri^  
mer lugar, el proceso de desnaturalización térmica de las 
proteínas de embrión de trigo, por medio de ensayos calorirmé 
tricos efectuados sobre embriones de semillas control. Poste 
riormente, se analizará la desnaturalización de las proteínas 
del embrión como consecuencia del secado de la semilla, a 
través de ensayos calorimétricos, pérdida de solubilidad, y 
modificaciones en los diagramas electroforéticos.
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1. DESNATURALIZACION TERMICA DE LAS PROTEINAS DE EMBRION
La calorimetría diferencial de barrido es una técnica 
que permite estudiar los procesos en los que se produce una 
absorción o un desprendimiento de calor. Esto hace posible ut_i 
lizar este método para observar la desnaturalización de pro­
teínas por efecto de la temperatura; en este caso, el área de 
los picos obtenidos en los diagramas de flujo de calor vs tem 
peratura es una medida del calor total requerido para desnatu 
ralizar las proteínas presentes.
Al realizar corridas de DSC de embriones de trigo, se 
observó en los termogramas un solo pico endotérmico, a una tem 
peratura de 83°C, para una velocidad de calentamiento de 
10°C/min (Figura 2). Cuando se habla de temperatura del pico 
se hace referencia a la temperatura del máximo de la endoter 
ma. Este pico desaparecía al volver a hacer la corrida con la 
misma muestra, lo que indica que la transición térmica obser­
vada es el resultado de un proceso irreversible.
El germen de trigo tiene un alto contenido no sólo de 
proteínas, sino también de lípidos (Barnes 1982), que podrían 
ser los responsables del pico observado. Sin embargo, la temp£ 
ratura a la cual tiene lugar la transición térmica, y el hecho 
de que se trate de un proceso irreversible, harían que se de^ 
carte esta última posibilidad, ya que los lípidos experimentan 
transiciones reversibles y a temperaturas más bajas (McMurchie 
1979, Bishop y col. 1979, Pringle y Chapman 1981, Appell y 
col. 1982).
Por el contrario, la desnaturalización térmica de las
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Figura 2. Termograma de embriones de trigo de semillas control, obtenido 
por calorimetría diferencial de barrido. Velocidad de calenta­
miento 13 = 10°C/min.
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proteínas del embrión en las condiciones del ensayo, sería 
un proceso irreversible, que estaría de acuerdo con lo obser 
vado en el termograma. Con respecto a la temperatura, que fue 
de 83°C, es más alta que la temperatura a la cual se desnatu 
raliza la mayor parte de las proteínas. Sin embargo, este va 
lor depende de muchos factores; uno de ellos es la velocidad 
de calentamiento, que altera la apariencia del termograma. 
te efecto se puede entender, en este caso, en términos de una 
cinética de desnaturalización de proteínas: cuando la tempera 
tura se incrementa lentamente la muestra permanece más tiempo 
a cada temperatura, y la desnaturalización es completa a una 
temperatura menor que la observada para una velocidad de ca­
lentamiento mayor (Donovan y col. 1975). Para tener una idea 
de la temperatura a la que comienza la desnaturalización, in 
dependientemente de la velocidad de calentamiento, se debe 
considerar la temperatura a la cual se inicia el pico. En la 
Figura 3, se pueden observar corridas de DSC de embriones de 
trigo extraídos de semillas control, a distintas velocidades 
de calentamiento. Se ve que la temperatura del pico se corre 
con la velocidad de calentamiento, pero el comienzo de la 
transición tiene lugar siempre a una misma temperatura, de 
alrededor de 75°C.
Otro factor que hay que tener en cuenta es la canti 
dad de agua del sistema, que juega un papel muy importante 
en la estabilidad térmica de las proteínas. Otros autores 
encontraron que cuando la relación agua/proteína es menor 
que un determinado valor, dependiendo de la proteína y del 
sistema, la desnaturalización térmica aumenta linealmente 
con el contenido de humedad, observando por calorimetría djL 
ferencial de barrido que disminuye la temperatura del pico y 
aumenta el área. Esto significa que a bajos contenidos de hu
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Figura 3. Termogramas de embriones de trigo de semillas control obtenidos 
por calorimetría diferencial de barrido, a distintas velocida­
des de calentamiento fi . a) Í3 = 5°C/min., b) fi = 7°C/min., c)
B = 10°C/min., d) Í3 = 18°C/min.
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medad, la temperatura de desnaturalización es más alta, lo que 
indica que la proteína tiene una mayor estabilidad térmica 
(Arntfield y col. 1985; Baardseth 1977). Los embriones de tri 
go utilizados para las corridas de DSC tenían un contenido de 
humedad muy bajo, de alrededor del 12 %, lo que explicaría 
también el alto valor observado para la temperatura.
Por último,hay que tener en cuenta en este caso que 
no se está observando el efecto del calentamiento sobre las 
proteínas aisladas, sino sobre las proteínas en su medio natu 
ral, en el que muy probablemente son más resistentes al calor.
La mayor parte de las proteínas del embrión son albú 
minas y globulinas (Shurpalekar y Haridas Rao 1977), que son 
proteínas que presentan una estructura globular y son solubles 
en soluciones salinas diluidas (Kasarda y col. 1978). Si se 
compara el valor obtenido para la temperatura del pico, que 
fue de 83°C, con valores encontrados en bibliografía para 
otras proteínas globulares, se puede ver que, para la misma 
velocidad de calentamiento (10°C/min), la ovoalbúmina da un 
pico de desnaturalización por DSC a 84°C (Donovan y col.
1975), que coincide con la temperatura de desnaturalización 
encontrada para las proteínas de embrión de trigo (83°C).
El valor de AH para este proceso se calculó a partir 
del área del pico, obteniéndose,como promedio de 5 determina 
ciones, un AH de 1,43 joules/gramo de embrión (en base seca), 
con una desviación standard de 0,27. El contenido de proteína 
total del embrión se determinó por el método de Kjeldahl, co 
mo N x 6,25 (Shurpalekar y Haridas Rao 1977),siendo del 42 % 
en base seca. Con este dato, se calculó el valor de AH por 
gramo de proteína,que fue de 3,42 joules/gramo, que equivalen 
a 0,8 cal/gramo. El valor de AH depende, como se vio anterior
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mente, del contenido de humedad del sistema. Así, Baardseth 
encontró, trabajando con mioglobina de esperma de ballena, 
que al aumentar el contenido de humedad de 3 a 30 %, se pro 
duce un incremento lineal de AH de 0,5 a 4,8 cal/gr 
(Baardseth 1977). El resultado obtenido para embrión de tri_ 
go, de 0,8 cal/gramo de proteína, está dentro de estos valo 
res, lo que corroboraría una vez más la hipótesis que el pi_ 
co observado por calorimetría diferencial de barrido se debe 
a la desnaturalización térmica de las proteínas de embrión.
1.1 Determinación de la energía de activación y del factor 
preexponencial de la ecuación de Arrhenius
Antes de considerar el caso particular de la desnatu 
ralización térmica de las proteínas de embrión de trigo, se 
discutirá el significado de la energía de activación (Ea) y 
del factor preexponencial (Z) de la ecuación de Arrhenius.
El método más satisfactorio para expresar la influen 
cia de la temperatura sobre la velocidad de reacción, es el 
utilizado por Arrhenius a través de la ecuación:
k „ -Ea/RT Z e (8)
donde k es la constante de velocidad de reacción, T es la 
temperatura absoluta y R es la constante de los gases. En la 
mayoría de los casos, la variación de la velocidad de desna 
turalización de las proteínas con la temperatura obedece 
esta ley (Laidler y Bunting 1973).
Para explicar la ecuación empírica anterior, Arrhenius 
sugirió que en cada sistema existe un equilibrio entre mol£ 
culas normales y moléculas activadas, y estas últimas son las 
únicas que pueden tomar parte en la reacción química. Para
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que una molécula normal pase a ser una molécula activada, áe_
berá adquirir una energía adicional, Ea, y se acepta genera_l
mente que adquiere esta energía como resultado de intercambios
que tienen lugar en los choques entre las moléculas. La proba
bilidad de que una molécula posea energía en exceso en una can
tidad Ea por mol, a la temperatura T, está relacionada con el
-Ea/RTconocido factor de Boltzmann e . Si Z, que se puede denc)
minar el "factor de frecuencia", representa la frecuencia to­
tal de encuentros entre las moléculas reaccionantes, indepen
dientemente de si poseen o no energía suficiente, la veloci-
—Ea/RTdad de reacción dependerá del producto de Z y e 
(Glasstone 1979).
Queda ahora el problema de interpretar, y si es pos_i 
ble calcular, el valor del factor de frecuencia Z. El trata 
miento más satisfactorio ha sido dado por Eyring, basándose 
en el postulado que la velocidad de una reacción química es 
proporcional a la concentración del complejo activado, y que 
este complejo está en equilibrio con los reactivos, siendo 
así gobernado por las leyes usuales de la termodinámica. La 
teoría de las velocidades absolutas de Eyring fue utilizada 
para estudiar la desnaturalización térmica de las proteínas 
bajo diversas condiciones experimentales: hidratación entre 
cero y 45 % de materia seca, temperaturas entre 45 y 175°C, 
proteínas purificadas o mantenidas en el medio celular, to 
mando además distintos criterios de desnaturalización
(Multon 1970).
Hay dos formulaciones de esta teoría: una es la for 
mulación de la mecánica estadística, y otra es una formula 
ción termodinámica, que conduce a la expresión para la cons 
tante de velocidad:
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, kT AS*/R -AH*/RT 
k = ---  e e
h
(9)
donde k es la constante de velocidad, k 
Boltzmann, T es la temperatura absoluta, 
de Plank, R es la constante de los gases 
pía de activación y AH* es la entalpia 
Sabiendo que AH* y la Ea están 
expresión:
es la constante de 
h es la constante 
, AS* es la entro 
de activación, 
relacionados por la
AH* = Ea - RT
. ■ k T AS*/R -Ea/RTqueda k = e ---  e e
h
y el factor de frecuencia Z es entonces:
„ kT AS*/R
h
(Mahler y Cordes 1966, Laidler y Bunting 1973). 





se puede transformar la ecuación (9) en:
. k T -AG*/RTk = ---  e (14)
h
en la que AG* es la energía libre de activación.
En esta expresión se ve claramente que la velocidad 
específica de cualquier reacción depende de la energía libre 
de activación, lo que significa que hay que tener en cuenta 
no sólo el valor de la energía de activación, sino también 
el valor de AS* (Glasstone 1979).
Teniendo ahora presente el significado físico de la 
energía de activación y del factor preexponencial, se consid£ 
rará el caso particular de la desnaturalización térmica de las
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proteínas del embrión.
Para calcular la energía de activación de la transi_ 
ción térmica observada en los termogramas de DSC de embri£ 
nes de trigo, que se había atribuido a la desnaturalización 
por calor de las proteínas del embrión,se siguió el método de 
Ozawa, en el que se mide el corrimiento de la temperatura del 
pico en el termograma, por efecto de la velocidad de calenta 
miento. (Materiales y Métodos, pág. 35 ; Figura 3, pág.
47) .
En la Figura 4 se puede ver la recta obtenida al r£
2
presentar -ln (13/T , ) vs 1/T , , según el método de Ozawamax max
(Materiales y Métodos, págs. 35 y 36). Cada punto de la Figu
ra 4 es el promedio de 5 corridas como mínimo, siendo la máxi_
2
ma desviación standard 0,0029 para ln (fl/T , ) y 0,0040 paramax
10 /T , . max
El valor de la energía de activación, obtenido por
este método, fue de 98,3 Kcal/mol, con un coeficiente de co
rrelación de 0,97, y el factor preexponencial Z de la ecua
60 -1cion de Arrhenius, fue de 7,83 x 10 min
En bibliografía se encontraron valores de energías 
de activación para la desnaturalización de proteínas en un 
rango bastante amplio: 40,8 Kcal/mol para tripsina (pH 6,5) 
y 129 Kcal/mol para albúmina de huevo (pH 6,86) (Laidler 
y Bunting 1973). El valor obtenido para embrión de trigo,
98,3 Kcal/mol, está dentro de este rango, lo que apoyaría la 
suposición de que el pico observado se debe a la desnatural^ 
zación térmica de proteínas.
Estas energías de activación son considerablemente 
mayores que las obtenidas generalmente para reacciones quími_ 
cas ordinarias, que ocurren en el mismo rango de temperatura.
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Figura 4. Cálculo de la energía de activación (Ea) y del factor preexpo­
nencial de la ecuación de Arrhenius (Z) para la desnaturaliza­
ción térmica de proteínas de germen de trigo, utilizando calo­
rimetría diferencial de barrido. Í3 = velocidad de calentamien­
to (K/min.), Tmáx. = temperatura del pico (K).
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Cuando una reacción se produce a una velocidad medible a tem 
peraturas relativamente bajas, generalmente tiene una energía 
de activación también baja; un valor de 40 Kcal o más usual 
mente significa que la velocidad no llegará a ser apreciable 
hasta que se alcáncen altas temperaturas. La desnaturaliza 
ción de proteínas tiene entonces energías de activación anor 
malmente altas desde el punto de vista de sus velocidades, y 
esto significa que sus entropías de activación son también 
anormalmente altas, mucho mayores que las encontradas usual 
mente en reacciones químicas (Laidler y Bunting 1973), ya que, 
como se vio anteriormente, la velocidad de una reacción quírni 
ca depende no sólo del valor de su energía de activación, s_i 
no también del valor de AS*. En la sección siguiente se dis^  
cutirá el valor calculado para la entropía de activación de 
esta reacción comparándolo con valores encontrados en biblio 
grafía para otras proteínas globulares.
1.2 Cálculo de los parámetros termodinámicos del estado 
activado
Los parámetros termodinámicos del estado activado, pa 
ra la transición térmica observada en los termogramas de DSC 
de embriones de trigo, AS* (entropía de activación), AH* (en 
talpía de activación) y AG* (energía libre de activación), 
se calcularon a partir de la teoría de las velocidades absolu 
tas de reacción de Eyring, con los valores de la constante de 
velocidad y de la energía de activación determinados experi­
mentalmente. Los cálculos se hicieron para una temperatura de 
83°C, correspondiente a la temperatura del pico en los termo 
gramas de DSC. Para los cálculos se utilizaron las expresio 
nes (8), (10), (13) y (14) de la sección anterior(págs. 49 y
51 ) .
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Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla II.
Tabla II : Parámetros termodinámicos del estado activado
AH* (cal/mol) (2)AS* (u.e. /mol) AG* (cal/mol)
97.500 210 22.800
(1) Los cálculos se hicieron para una temperatura de 83°C.
(2) u.e. = unidades entrópicas.
Los valores correspondientes a las entropías de activa 
ción encontrados en bibliografía, para las proteínas citadas 
en la sección anterior, son 44,7 ue/mol y 298,4 ue/mol para 
tripsina y albúmina de huevo respectivamente (Laidler y 
Bunting 1973). La entropía de activación calculada para la 
transición térmica observada en los termogramas de DSC de em 
briones de trigo, 210 ue/mol (Tabla II), está dentro de estos 
valores. Nuevamente, esto apoya la idea de que el pico obteni_ 
do por calorimetría diferencial de barrido corresponde a la 
desnaturalización térmica de proteínas del embrión.
Multon, al estudiar la desnaturalización térmica de 
las proteínas, encontró que existe una correlación lineal 
altamente significativa entre las variaciones de entalpia y 
de entropía de activación, obteniendo la siguiente relación 
(Multon 1970):
AS* = 0,0030 AH* - 0,075 (15)
En la Figura 5 se muestra la recta que representa la 
ecuación (15) obtenida por Multon, y el punto correspondien
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AS*[ue./mol]
\
Figura 5. Relación entre las variaciones de entalpia y de entropía de 
activación, obtenida por Muí ton para la desnaturalización 
térmica de proteínas. El punto representado en la recta co­
rresponde al pico observado en las corridas de calorimetría 
diferencial de barrido de germen de trigo.
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te al pico observado en las corridas de DSC de embrión de tri 
go, que cae dentro de la recta, cumpliendo la relación ant£ 
rior.
1.3 Cinética del proceso estudiado
La velocidad instantánea de una reacción que involucra 
sólo una sustancia reactiva A, es proporcional a la concentra 
ción de esa sustancia elevada a la n. Para calcular el valor 
de n hay dos caminos: un método consiste en hacer una corrida 
simple, es decir, permitir que la reacción prosiga, y deter 
minar la concentración de A a varios tiempos. El valor de n 
determinado de esta manera se conoce como "orden con respec; 
to al tiempo", ya que se ha determinado en una corrida en la 
que el tiempo es la variable. En el segundo método, se hacen 
varias corridas para distintas concentraciones de A, y se d£ 
termina la velocidad de reacción a tiempo cero. El orden d£ 
terminado de esta manera se conoce como "orden con respecto 
a la concentración", ya que en este caso la variable es la 
concentración.
La intención de este trabajo es estudiar la desnatura 
lización térmica de las proteínas de trigo, por calentamiento 
de la semilla entera o del embrión; para ello se determinará 
la cinética del proceso midiendo la concentración de pro­
teína nativa (A) por distintos métodos a tiempos diferentes, 
partiendo siempre de la misma concentración de proteína, da 
do que es imposible variar ésta por ser la concentración pro 
pia de la semilla entera o del embrión.
En esta sección se determinará, entonces, el orden de 
reacción con respecto al tiempo para la desnaturalización 
térmica de proteínas de embrión de trigo, a través de ensa
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yos de calorimetría diferencial de barrido.
La desnaturalización de proteínas sigue frecuentemente 
una cinética de primer orden (Donovan y col. 1975, Laidler 
y Bunting 1973), por lo que se postuló en principio una ciné_ 
tica de este tipo para la transición térmica observada en los 
termogramas de DSC de embrión de trigo, atribuida a la desna 
turalización de proteínas por efecto de la temperatura. Se em 
pleó un método isotérmico (Materiales y Métodos, pág. 36 )
para verificar el orden de reacción propuesto y confirmar los 
valores de energía de activación y factor preexponencial d£ 
terminados por el método dinámico (Materiales y Métodos, pág. 
35 ; Resultados y Discusión, pág. 52 ), que era independiente 
del orden de reacción.
El método isotérmico consiste básicamente en predecir 
un tiempo de vida media conveniente para la reacción, a una 
temperatura determinada, utilizando los valores cinéticos ob 
tenidos por el método dinámico. En este caso se utilizó una 
ecuación de primer orden para calcular el tiempo de vida me_ 
dia. La muestra se somete a un tratamiento isotérmico duran 
te el tiempo predicho, y luego se corre en el calorímetro di_ 
ferencial de barrido. Si el área del pico por gramo de mués 
tra es la mitad del valor obtenido a partir de una muestra 
equivalente sin tratamiento isotérmico + 10 % (A.N.S.I./ 
A.S.T.M. E 698 1979), la predicción fue correcta y la cinétjL 
ca de la reacción queda verificada (Duswalt 1974). Este en 
sayo se hizo para tres temperaturas diferentes, obteniendo 
un área promedio que fue el 45,9 % + 3,9 del área correspon 
diente a la muestra sin tratamiento isotérmico, lo que indica 
ría que la predicción del orden de reacción y los datos ci­
néticos calculados fueron correctos.
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2. ALTERACIONES SUFRIDAS POR LAS PROTEINAS DE EMBRION DE TRIGO 
COMO CONSECUENCIA DEL SECADO
Después de haber estudiado la cinética de desnatural^ 
zación térmica de las proteínas de germen de trigo, teniendo 
en cuenta los resultados obtenidos, se analizarán las altera 
ciones sufridas por estas proteínas como consecuencia del s£ 
cado de las semillas.
2.1 Variación del A H de desnaturalización con las condiciones 
de secado
Los termogramas de DSC de embriones de trigo provenien 
tes de semillas que habían sido secadas en las condiciones de 
la Tabla I, muestran una disminución en el área de los picos, 
de acuerdo con las condiciones de secado, con respecto a las 
semillas control. En la Figura 6 se muestran algunos termogra 
mas característicos obtenidos. Este resultado era esperable, 
ya que los embriones provenientes de semillas secadas por ca 
lor podían tener sus proteínas desnaturalizadas en mayor o m£ 
ñor medida antes de efectuar la corrida de DSC.
En la Tabla III se muestran los valores de AH prom£ 
dio, obtenidos a partir de las áreas de los termogramas para 
cada condición de secado. Cada valor es el promedio de 4 a 7 
corridas, con una desviación standard máxima de 0,073.
Con todos los datos se hizo un análisis de varianza, 
tomando como fuentes de variación la temperatura del aire du­
rante el secado y la humedad inicial de las semillas. Como r£ 
sultado se observó que había diferencias en las áreas corres 
pondientes a distintos lotes de semillas a un nivel de sign.i 
ficación del 1 %, tanto al variar la humedad inicial como la
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Figura 6. Temogramas de calorimetría diferencial de barrido de embrio­
nes de trigo correspondientes a semillas secadas en distintas 
condiciones. a) la, b) Illa, c) Ilb, d) lile. La nomenel atura 
utilizada es la de la Tabla I. Velocidad de calentamiento 13 = 10°C/min.
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temperatura del aire. Asimismo, se encontró que existía una 
interacción entre los dos factores, al mismo nivel de sign^ 
ficación.
Tabla III: Entalpias de desnaturalización de proteínas de ger
men de trigo, proveniente de semillas secadas en
(1 ) (2 )distintas condiciones
Condiciones 
de secado
Control Ia I. I b c IIa





III III a b
III
c
AH (cal/gr) 0,078 0,026 0,127 0,020 0,025
(1) Las condiciones de secado son las especificadas en la 
Tabla I.
(2) Los resultados están expresados en cal. por gramo de em 
brión en base seca.
Las relaciones de varianzas obtenidas fueron 12,77 y 
31,01, para la temperatura del aire y el contenido de humedad 
inicial como fuentes de variación respectivamente, ambas mayo 
res a la razón de varianzas de tabla, que es de 5,18, para un 
nivel de significación del 1 % y los grados de libertad co­
rrespondientes. El análisis de la interacción entre estas dos 
fuentes de variación, dio una relación de varianzas de 5,08,
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superior a la de tabla, que es de 3,83 para este nivel de si£ 
nificación.
Estos resultados se utilizaron para estimar la temp£ 
ratura del embrión durante el secado.
2.1.1 Determinación de la temperatura del embrión para cada 
condición de secado: La temperatura de las semillas durante 
el secado se midió con termocuplas puestas entre los granos 
y en el interior de los mismos. En la Figura 1 (pág. 22) se 
muestra una historia térmica característica, correspondiente 
a una de las condiciones de secado. Se puede observar que la 
superficie de las semillas alcanzó temperaturas más altas du 
rante el secado que el interior de las mismas, y aún en el 
interior de las semillas se obtuvieron historias térmicas al_ 
go diferentes entre sí, posiblemente por encontrarse las ter 
mocuplas en distintos puntos del interior. Por otra parte, da 
das las características del sistema de secado, con aire casi 
estanco, la temperatura de las semillas fue en todo momento 
mucho menor que la del aire, y fue aumentando continuamente 
durante todo el secado, rápidamente al principio y muy lenta 
mente al final. Todo esto hace que no se pueda obtener a par 
tir de las historias térmicas un valor único para la tempera 
tura de la semilla en cada condición de secado. Por otro la 
do, la temperatura del embrión no se midió durante este pro 
ceso, y debido a su posición en el grano se esperaría que su 
temperatura haya sido superior a la del interior de las semi 
lias, de manera que los datos de temperatura del interior del 
grano no podrían usarse para el caso del embrión.
Todos estos motivos hicieron que se determinara la 
temperatura del embrión durante el secado en forma indirecta, 
a partir de ensayos de calorimetría diferencial de barrido,
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de la siguiente manera: los valores de AH de la Tabla III 
(pág. 61 ) son una medida del calor total requerido para des^  
naturalizar las proteínas. Considerando que el valor de AH 
por gr.de proteina nativa es un valor constante, cuanto mayor 
sea la cantidad de proteina nativa en el embrión, mayor será 
el valor de AH por gr de embrión, de donde resulta que este 
valor es una medida de la cantidad de proteina nativa detenni 
nable por este método. Así, asumiendo una cinética de primer 
orden para la desnaturalización térmica de proteínas de em­
brión (Resultados y Discusión, pág. 57), se obtuvieron los va 
lores de las constantes de velocidad (k) para cada condición 
de secado a partir de la expresión:
k = 2,303 log Lo (16)
donde t es el tiempo en min. , y y A son los valores de AH 
a tiempo cero y a tiempo t respectivamente. Así, Aq sería una 
medida de la totalidad de proteína nativa por gr.de embrión 
determinable por este método, y A sería una medida de la pro 
teína que no se desnaturalizó durante el proceso de secado.
Con los datos de k, y teniendo la energía de activación y el 
factor preexponencial de la ecuación de Arrhenius por el méto 
do de Ozawa (Resultados y Discusión, pág. 52), se calculó la 
temperatura del embrión durante el secado mediante la ecuación 
de Arrhenius, para cada condición de secado.
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla IV. 
Estas temperaturas concuerdan con las temperaturas medidas 
en las termocuplas colocadas en el interior del grano, cerca 
de su superficie.
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IIc IIIa IIXb IIIc
Temperatura
(°C)
69,3 70,3 71,6 69,0 71,4 73,1 69,0 71,9 72,3
(1) Las condiciones de secado son las déla Tabla I.
Estas temperaturas no son valores reales sino equiva 
lentes, el embrión se comporta como si hubiera estado sometí^  
do a cada una de estas temperaturas durante todo el tiempo 
que duró el tratamiento térmico. Los valores obtenidos son 
coherentes con las historias térmicas de las semillas: se 
observa que, tal como se esperaba, la temperatura del embrión 
es superior a la del interior del grano. Se puede ver también 
que hay una correlación entre la temperatura del aire y la 
temperatura final del interior de las semillas (Tabla I, pág. 
21 ), con respecto a la temperatura calculada para el embrión: 
para semillas con igual contenido de humedad inicial, al au­
mentar la temperatura del aire y del interior del grano (de 
a a £) también aumenta la temperatura del embrión. Las tempe_ 
raturas calculadas son también cercanas a la temperatura del 
comienzo de la transición térmica en los diagramas de DSC, 
que como se había visto (Resultados y Discusión, pág. 46 ) es 
independiente de la velocidad de calentamiento.
La temperatura del embrión calculada de esta manera 
se va a utilizar posteriormente para análisis cinéticos.
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2.2 Modificaciones producidas por el secado de la semilla 
sobre la estructura de las proteínas del embrión
Al estudiar las alteraciones producidas en las prote_í 
ñas del embrión como consecuencia del secado de las semillas, 
hay que tener presente que el tratamiento térmico no se hizo 
sobre proteínas aisladas, sino sobre proteínas en su medio na 
tural, con contenidos de humedad entre 25% y 10-14 %.
Una de las evidencias más obvias de los cambios con 
formacionales en la estructura proteica, es la alteración en 
la solubilidad de las proteínas (Laidler y Bunting 1973). Lo 
primero que se hizo, entonces, fue estudiar los cambios en la 
solubilidad experimentados por las proteínas del embrión de 
trigo como consecuencia del secado. Para ello, se eligió como 
medio de extracción una solución salina, ya que la mayor par 
te de las proteínas del embrión son albúminas y globulinas, 
ambas solubles en este medio en su estado nativo (Shurpalekar 
y Haridas Rao 1977).
2.2.1 Alteraciones en la solubilidad de las proteínas: Antes 
de analizar los cambios en la solubilidad de las proteínas co 
mo consecuencia del secado, se discutirán algunos aspectos del 
método de extracción utilizado, en relación al rendimiento ob 
tenido. El contenido de proteína total del embrión se deterrmi 
nó por el método de Kjeldahl, como N x 6,25 (Shurpalekar y 
Haridas Rao 1977), obteniendo un valor de 36,8 % en base húme 
da. La medida de proteínas solubles en solución salina se hi 
zo por el método de Lowry, y dio como resultado en semillas 
control 16,9 mg de proteína soluble en este medio por cada 
100 mg de embrión, también en base húmeda. Este valor es el 
46 % del correspondiente a proteína total. Si se considera
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que las albúminas y globulinas (que son las proteínas solu­
bles en soluciones salinas diluidas) constituyen aproximada 
mente el 60% del N proteico del embrión (Shurpalekar y Har_i 
das Rao 1977), el rendimiento obtenido fue de alrededor del 
77 %.
En la Tabla V, se pueden ver los porcentajes de pro 
teína soluble de embrión para cada condición de secado de 
las semillas. Los valores están expresados tomando el corres 
pondiente a semillas control como 100%.
Tabla V : Contenido relativo de proteína soluble de embrión 
de trigo, proveniente de semillas secadas en dis­
tintas condiciones^^.
Condiciones 
de secado Control Ia
I
c IIa XIb
IIc IIIa IIZb IIIc
% proteína 
soluble res 100 92 86 85 91 75 72 83 76 68
pecto al 
control
(1) Las condiciones de secado son las especificadas en la 
Tabla I.
Con estos resultados se hizo un análisis de varianza, 
tomando como fuentes de variación la temperatura del aire de 
secado y la humedad inicial de las semillas. El análisis dio 
como resultado que existen diferencias significativas a ún 
nivel de significación del 1% en la solubilidad de las pro 
teínas como consecuencia de los distintos tratamientos tér 
micos de las semillas. No se observó en este caso una interne
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ción significativa entre los dos factores considerados (tem 
peratura y humedad inicial).
Las relaciones de varianzas obtenidas fueron 12,62 y 
10,34, para la temperatura del aire y el contenido de humedad 
inicial como fuentes de variación respectivamente, ambas mayo 
res a la razón de varianzas de tabla, que es de 6,70, para un 
nivel de significación del 1 % y los grados de libertad corres 
pondientes.
Con el objeto de analizar en forma independiente cada 
condición de secado, se hizo un análisis LSD (mínima dife­
rencia significativa) comparando las medias de cada población. 
En primer lugar se tomó como fuente de variación la temperatu 
ra del aire, tomando para cada población los lotes de semillas 
que fueron secados a la misma temperatura del aire, indepen­
dientemente de su contenido de humedad inicial. El análisis 
dio como resultado que existen diferencias significativas al 
nivel de significación del 1% en la solubilidad de las proteí_ 
ñas, entre las semillas secadas a la temperatura del aire de 
110°C y las secadas a las temperaturas de 125 y 140°C, no en 
contrándose diferencias entre estas dos últimas temperaturas.
De la misma manera, tomando como fuente de variación la hum£ 
dad inicial de las semillas, independientemente de la tempera 
tura de secado, se encontró que existen diferencias significa 
tivas a un nivel de significación del 1% entre las semillas 
con un contenido de humedad inicial de 17%, y las semillas 
con contenidos de humedad de 21 % y 25 %, no encontrándose 
diferencias entre estas dos últimas poblaciones. Se obtuvie_ 
ron resultados similares al comparar las nueve condiciones 
de secado individualmente. Los resultados obtenidos se en­
cuentran en la Tabla VI. Los valores de LSD para un nivel 
de significación del 1 %, fueron 8,43, si se toma como fuen
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te de variación la temperatura del aire o el contenido de hu 
medad inicial, y 14,60, si se comparan las nueve condiciones 
de secado individualmente.
Tabla VI: Diferencias entre las medias de poblaciones de s£ 
millas secadas en distintas condiciones, en reía
ción a su contenido de proteína soluble de em-
, ( 1 ) ( 2 )brion
a) Tomando como fuente de variación la temperatura del aire 
de secado (a = 110°C, b = 125°C, c = 140°C):
IX - X | = | 9,75 | |X - X | = 3,90a b -- - -- 1 b c
b) Tomando como fuente de variación el contenido de humedad 
inicial de las semillas (I = 17 %, II = 21 %, III = 25 %)
XI ~ XI l '  -  ' -1 ,9 3 3,38
c) Tomando cada condición de secado individualmente
I I I II IT II III III III Condicionesa b c a  o c a b e , de secado
6,60 7,05 2,10 117,45 20,90 | 9,40 16,70 24,50 I
0,45 4,50 10,85 14,30 2,80 10,10 17,90
a
- 4,95 10,40 13,85 2,35 9,65 17,45 Ic
- | 15,35 18,80 | 7,30 14,60 22,40 II
- 3,45 8,05 0,75 7,05
a
lzb
— 11,50 4,20 3,60 IIc






(1) La nomenclatura utilizada es la de la Tabla I.
(2) Los valores recuadrados son diferentes al nivel de signjL 
ficación del 1 %.
(3) Los valores de esta Tabla son las diferencias entre las 
medias de las semillas secadas en las condiciones de las 
columnas, con respecto a las secadas en las condiciones 
de las filas.
El tercer factor que tiene influencia en el deterioro 
producido en las semillas durante el secado, es el tiempo que 
dura el tratamiento térmico. El tiempo no es una variable in 
dependiente, ya que si se fija el contenido de humedad ini­
cial y la temperatura, si se quiere llevar los granos a un 
contenido de humedad preestablecido, el tiempo queda deterrni 
nado por las otras dos variables. No obstante, se puede ana 
lizar la influencia del tiempo y la temperatura de secado, 
comparando los resultados de solubilidad obtenidos con semi^  
lias que partieron del mismo contenido de humedad inicial y 
llegaron al mismo rango de humedad final, a través de dife­
rentes tratamientos térmicos (temperatura y tiempo). Se ob­
serva que a medida que aumenta la temperatura, tanto del ai^  
re como del embrión (Tablas I y IV, (págs. 21 y 64 ) la so 
lubilidad de las proteínas del embrión disminuye, a pesar de 
que el tiempo de exposición a cada temperatura es cada vez 
menor. Esto mismo se había observado en el caso de AH % 
(Tabla III, pág. 61 ), e indicaría que la temperatura es un 
factor más crítico en el deterioro de la semilla que el tiem 
po de secado. Se volverá a discutir este punto al analizar el 
deterioro de la semilla a través de otros métodos.
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2.2.2 Caracterización de algunas especies proteicas presen 
tes en el medio de extracción: con el fin de analizar las es 
pecies proteicas solubles en el medio de extracción, corres 
pondientes a embriones de semillas que no fueron sometidas 
a ningún tratamiento térmico, y clasificarlas según su peso 
molecular, se hicieron electroforesis en geles de poliacrila 
mida con dodecil sulfato de sodio (SDS), de extractos protegí 
eos tratados previamente con SDS y ME, o sólo con SDS. De es 
ta manera, en el caso de las muestras tratadas con SDS y ME, 
las bandas observadas corresponderán a proteínas formadas por 
una sola cadena o a cadenas polipeptídicas separadas prove­
nientes de una proteína oligomérica; mientras que en las mués 
tras tratadas sólo con SDS se observarán bandas correspondien 
tes a proteínas formadas por una sola cadena, a proteínas for 
madas por más de una cadena unidas por puentes disulfuro, o 
a especies proteicas que hayan estado unidas por enlaces no 
covalentes. Se eligió un tamaño de poro del medio de corrida 
tal que actuase como tamiz molecular, y la presencia de SDS 
hizo que las especies proteicas presentes se separaran sólo 
por tamaño.
En la Figura 7 se muestra una densitografía caracte 
rística de un extracto de proteínas de embrión de semillas 
control, con los pesos moleculares de los picos. Se puede 
observar un gran número de bandas, que corresponden a albúrmi 
ñas y globulinas de embrión, ambas solubles en el medio sali_ 
no de extracción. Dentro de estas fracciones proteicas se en 
cuentran principalmente enzimas solubles y aminoácidos libres 
y probablemente también nucleoproteínas y algunas proteínas 
relacionadas con membranas y paredes celulares (Kasarda y col 








Figura 7. Diagrama electroforático de proteínas de embrión de trigo de se­
millas control. La corrida se hizo en gel de poliacrilamida con 
SDS. La muestra fue tratada con SDS y ME antes de sembrar. Pesos 
moleculares de los picos: a = 96.500, b = 86.400, c = 77.300,
d = 70.700, e = 54.100, f = 49.500, g = 45.300, h = 39.500,
i = 37.100, j = 35.500, k = 32.000, 1 = 28.800, m = 27.300,
n = 25.900, ñ = 24.100, o = 18.500, p = 17.700, q = 15.300,






Figura 8. Diagramas electroforéticos de proteínas de germen de trigo de 
semillas control. La corrida se hizo en gel de poliacrilamida 
con SDS. a) La muestra fue tratada con SDS antes de sembrar, 
b) La muestra fue tratada con SDS y ME antes de sembrar. La 
flecha señala un pico que aparece en la muestra tratada con 
ME. ’
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Si se comparan los dos diagramas electroforáticos de 
la Fig. 8, que corresponden a extractos proteicos tratados y 
no tratados con ME, se observa que la diferencia más aprecia 
ble entre los dos tratamientos, es la aparición o el aumento 
de un pico de peso molecular 96.500 daltons, en el caso de la 
muestra tratada con ME. En este pico se encontrarían subunida 
des proteicas de PM 96.500, que estarían en el embrión unidas 
entre sí o a otras subunidades a través de puentes disulfuro, 
formando parte de una proteína de mayor peso molecular. Ha­
bría diferencias también en la zona de peso molecular 20.000, 
pero se observaron sólo en algunas corridas, por lo que hay 
que considerarlas con cautela. El resto del diagrama electro 
forético es muy similar para las muestras tratadas y sin tra 
tar con mercaptoetanol lo que llevaría a pensar que gran par 
te de estas proteínas no tendrían puentes disulfuro interca- 
tenarios. No se encontraron datos en bibliografía que corro 
boren este resultado en embrión, pero se puede hacer un para 
lelismo con endosperma, donde se encontraron proteínas corres 
pondientes a la fracción de albúminas, que contenían puentes 
disulfuro intracatenarios, no apareciendo diferencias de pe^  
so molecular al tratarlas con mercaptoetanol (Kasarda y col. 
1978) .
2.2.3 Efecto diferencial del tratamiento térmico sobre dife 
rentes especies proteicas del embrión: hasta ahora se ha ob 
servado el efecto del secado sobre un número más o menos 
grande de proteínas diferentes, que pueden contribuir de ma 
ñera distinta a los valores obtenidos de AH y solubilidad.
Después de haber analizado las especies proteicas 
presentes en el medio de extracción dentro de un rango de 
peso molecular, a través de electroforesis en geles de polia
-74-
crilamida con SDS de los extractos de proteína, tratados o no 
con ME, se estudiarán ahora las modificaciones del diagrama 
electroforético producidas como consecuencia del secado de las 
semillas.
Para ello se hicieron corridas electroforáticas en ge- 
les de poliacrilamida con SDS de extractos de proteínas de em­
brión, provenientes de semillas secadas en distintas condicio­
nes. Las condiciones de secado fueron las especificadas en la 
Tabla I (Materiales y Métodos, pág. 21 ). Las proteínas de ger­
men se extrajeron con solución salina, de manera que los ex­
tractos analizados fueron equivalentes a los extractos en los 
cuales se había determinado la concentración de proteína solu­
ble (Resultados y Discusión, pág. 65 ), pudiendo relacionarse 
ambos resultados.
Las muestras se trataron, antes de sembrar., con SDS y 
ME, de manera que las proteínas se desnaturalizaron y se se­
pararon las cadenas de las proteínas oligoméricas. Lo que se 
va a observar en los geles son todas las especies proteicas, 
tanto las que estaban en su forma nativa como las que estaban 
desnaturalizadas antes del agregado de SDS y ME, que sean so­
lubles en el medio de extracción, y que posean un tamaño ade­
cuado para entrar en el gel.
En la Figura 9 se puede ver un gel característico, en 
el que se observa la disminución de bandas, principalmente en 
la zona de peso molecular 75.000, según las condiciones de se­
cado de las semillas. Las flechas señalan bandas que se van ha­
ciendo cada vez menos intensas, a medida que las condiciones 
de secado se hacen más drásticas. En la Figura 10 se muestran 
densitografías típicas, obtenidas a partir de estos geles,
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en las que se puede observar claramente este resultado.
A partir de estos diagramas, se determinó la longitud 
relativa de dos de los picos que disminuían de acuerdo a las 
condiciones de secado (flechas verticales de la Figura 10), 
con referencia a otro pico que no presentaba este comporta­
miento (flecha horizontal de la Figura 10). En la Tabla VII 
se pueden ver los valores obtenidos, expresados como porcen 
tajes del control.
Tabla VII: Altura relativa de picos, correspondientes a esp£
cies proteicas solubles de embrión del mismo peso molecular,
( 1 )para distintas condiciones de secado de las semillas
Condiciones 
de secado Ia Tb
I





91 93 83 87 74 63 83 67 63
relativa „.Pico de
alto PM 66 63 51
67 32 19 47 22 15
(1) Las condiciones de secado son las especificadas en la Tabla I.
Al igual que en el caso de solubilidad, se puede ob 
servar que, para semillas que partieron del mismo contenido 
de humedad inicial, al aumentar la temperatura del embrión 
durante el secado, las bandas correspondientes a determina 
das especies proteicas disminuyen, a pesar de que el tiempo 
de exposición a esa temperatura también disminuye. Esto indi_ 
ca una vez más que la temperatura tiene una mayor incidencia 
en las alteraciones sufridas por la semilla que el tiempo de
secado.
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Figura 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de proteínas 
de germen de trigo de semillas control y de semillas secadas 
en distintas condiciones: a) control, b) la, c) Ib, d) Ic, 
e) lia, f) patrones, g) Ilb, h) lie, i) Illa, j) Illb, k) lile, 
1) control. La nomenclatura utilizada es la de la Tabla I. Las 
flechas señalan algunas bandas que se hacen menos intensas con 






rrespondientes a semillas secadas en distintas condiciones, 
a) control, b) Ib, c) Ilb, d) lile. La nomenclatura es la uti­
lizada en la Tabla I. Las flechas verticales señalan dos picos 
que disminuyen a medida que las condiciones de secado se hacen 
más drásticas. Las flechas horizontales señalan un pico que no 
presenta este comportamiento. Las corridas se hicieron en geles 
de poliacrilamida con SDS. Las muestras se trataron con SDS y 
ME antes de sembrar.
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E1 hecho de que disminuya la intensidad de determina 
das bandas puede deberse a varias razones: por un lado, las 
proteínas correspondientes se pueden haber desnaturalizado 
durante el secado, y posteriormente pueden haber formado agr£ 
gados insolubles en el medio de extracción. De esta manera, 
no estarían presentes en los extractos ni en el gel. Esto ten 
dría lugar en mayor o menor grado según las condiciones de se_ 
cado, y daría como resultado una disminución del porcentaje 
de proteína soluble. Sin embargo, aunque la disminución de es 
tas bandas puede contribuir en algo, no sería suficiente para 
explicar la pérdida de solubilidad que se observó en la sec­
ción anterior, ya que son una fracción muy pequeña de las pro 
teínas solubles.
Otra posibilidad sería que las proteínas correspondien 
tes a estas especies proteicas se hayan desnaturalizado duran 
te el secado y hayan formado agregados, pero que estos agrega 
dos permanezcan solubles en el medio de extracción. De este 
modo, estas proteínas no modificarían el valor del porcentaje 
de proteína soluble, pero al haber formado agregados, pueden 
tener un tamaño tal que no logren entrar en el gel.
La tercera posibilidad sería que estas proteínas hayan 
sido degradadas como consecuencia del ataque de enzimas proteo 
líticas. La desnaturalización incrementa la susceptibilidad 
de las proteínas al ataque por enzimas proteolíticas (Laidler 
y Bunting 1973), siempre que estas enzimas no hayan sufrido 
a su vez desnaturalización. En este caso, se esperaría encon 
trar un aumento en las bandas correspondientes a la zona de 
bajo peso molecular.
Al analizar los diagramas electroforéticos, no se ob 
servó la presencia de picos en el punto de siembra o en el 
frente, que se correspondan con la disminución de las bandas
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mencionadas anteriormente, hecho que permitiría descartar las 
dos últimas posibilidades.
Se podría pensar, entonces, que todas las especies 
proteicas que aparecen en el gel contribuirían a la pérdida 
de solubilidad observada, pero algunas se insolubilizarían en 
mayor proporción, disminuyendo así con más intensidad estas 
bandas con respecto a las demás.
3. CINETICA DE INSOLUBILIZACION DE LAS PROTEINAS DE EMBRION 
POR EFECTO DE LA TEMPERATURA
El objeto de esta sección es estudiar la cinética de 
insolubilización térmica de las proteínas de germen de trigo, 
y calcular la energía de activación (Ea) y el factor preexpo­
nencial (Z) de Arrhenius para este proceso.
Para ello se utilizarán la temperatura equivalente del 
embrión, que se había calculado para cada condición de secado 
(Tabla IV, pág.64), y los porcentajes de proteína soluble (Ta­
bla V, pág.66). El orden de reacción propuesto para la dismi­
nución de AH había sido confirmado por un método isotérmico 
(pág.57), por lo que se postuló también una cinética de pri­
mer orden para la insolubilización de las proteínas de embrión, 
ya que tanto la disminución de AH como la pérdida de solubili­
dad son una consecuencia de la desnaturalización térmica de 
las proteínas. La constante de velocidad (k) se calculó en­
tonces con la expresión:
2,303 n Ao k = ------  log — — (17)
donde t es el tiempo en minutos, 
las semillas calentadas (en este 
teínas de embrión, expresada como
A es la propiedad medida 






A0 es la propiedad medida en las semillas control (tiempo cero 
de calentamiento), que se tomó como 100%.
La energía de activación se calculó con la pendiente de 
la recta obtenida al graficar -ln k en función de 1/T, siendo 
T la temperatura absoluta (ecuación de Arrhenius). Los valores 
obtenidos fueron 78,0 Kcal/mol para la energía de activación, 
y 108,8 para In Z (Figura 11), con un coeficiente de correla­
ción de 0,86. Los resultados calculados a partir de una ciné­
tica de segundo orden fueron muy similares, por lo que, si 
bien no hay datos que confirmen el orden de reacción propues­
to para la pérdida de solubilidad, igualmente se utilizarán
estos datos al analizar el efecto del tiempo y de la tempera­
tura de secado sobre el deterioro de la semilla (pág.147).
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Figura 11. Cálculo de la energía de activación y del factor preexponen­
cial de Arrhenius para la insolubilización de las proteínas 
de embrión de trigo, k = constante de velocidad. T = tempera­
tura absoluta.

A L T E R A C I O N E S  E N  EL E N D O S P E R M A  D E
T R I G O  C O M O  C O N S E C U E N C I A  D E L  S E C A D O
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1. ENSAYOS DE CALIDAD PANADERA
Durante el proceso de secado por aire caliente, la s£ 
milla puede sufrir alteraciones que afecten tanto su calidad 
panadera como su capacidad germinativa. Como consecuencia, 
el trigo dañado por calor puede no ser apto como semilla o 
para hacer pan (Hook 1980). En esta sección se analizará la 
pérdida de calidad panadera que experimentaron las semillas 
debido al secado, para correlacionarla en la sección siguien 
te con los cambios observados en las proteínas de la harina.
1.1 Prueba de micropanificación
Una de las pruebas más significativas para determinar 
la calidad industrial de una harina, es hacer un ensayo de 
panificación (Schofield y Booth 1983). Este ensayo se hizo 
en pequeña escala, con el objeto de comparar la calidad pana 
dera de las semillas de trigo que habían sido sometidas a 
distintas condiciones de secado. En las Figuras 12 y 13 se 
pueden ver fotografías de los pancitos obtenidos, observándo 
se que a medida que las condiciones de secado se hacen más 
drásticas, el tamaño se va haciendo cada vez menor, y su for 
ma es más irregular debido al escaso le-vado de la masa.
En la Tabla VIII se muestran los valores de volumen 
de pan correspondientes a cada condición de secado, que co 
rroboran lo observado en las fotografías.
Estos resultados se van a correlacionar posteriormen 
te con otros ensayos, en particular, con el análisis de las 
proteínas de la harina.
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Figuras 12 y 13. Ensayo de micropanificación realizado con harina de tri­
go obtenida de semillas secadas en distintas condiciones. 
La nomenclatura utilizada es la de la Tabla I.
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Tabla VIII: Volumen de pan obtenido con harina proveniente
(1de semillas secadas en distintas condiciones
Condiciones 
de secado Control Ic
IIa IXb IIc
IIIa IXIb IIIc
Volumen (%) 100 92,6 92,6 88,9 88,9 92,6 85,2 92,6 85,2 74,1
(1) Las condiciones de secado fueron las especificadas en la 
Tabla I.
(2) Los resultados están expresados como porcentajes del con 
trol.
1.2 Ensayo de Zeleny
La prueba de sedimentación de Zeleny es un método muy 
conocido que refleja la calidad de la harina, y consiste en 
medir el volumen de sedimentación de una suspensión de harji 
na en una solución de ácido láctico (Mazzoni y Robutti 1983). 
Cuanto mayor es el volumen de sedimentación, mejor será la ca 
lidad de la harina.
En la Tabla IX se muestran los valores obtenidos para 
harina proveniente de semillas secadas en las condiciones de 
la Tabla I. Se observa que el volumen de sedimentación dismi_ 
nuye a medida que las condiciones de secado se hacen más drás^  
ticas, tal como ocurría con el volumen de pan.
Tabla IX: Ensayo de Zeleny realizado con harina proveniente 
de semillas secadas en distintas condiciones^1^
Condiciones „  ^ n Controlde secado
Ia L Ic IIa XIb IIc IIIa I n b IIIc
Volumen de sedi 24 
mentación (mi)
22 21 21 19 20 18 19 18 18
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(1) Las condiciones de secado fueron las especificadas en la 
Tabla I.
1.3 Determinación de gluten húmedo y gluten seco
La fracción proteica de la harina de trigo de mayor sig 
nificación tecnológica es el gluten, que es el material visco 
elástico producido cuando una masa de harina y agua es lavada 
con un exceso de esta última para separar el almidón y otros 
componentes menores. Usualmente sólo alrededor del 75-85% de 
su peso seco comprende de hecho proteínas, el resto es almi_ 
dón residual, lípidos, hemicelulosas, etc. Existe una buena 
correlación entre la cantidad de gluten presente en la harina 
y su capacidad panadera, pero no sólo el contenido de gluten
0 de proteínas es importante, sino también la calidad de di_ 
chas proteínas. Entre los factores que influyen en la calidad 
de las proteínas de la harina, además de la variedad de trigo, 
están la acción de enzimas proteolíticas y del calor. El tr_i 
go dañado por calor produce un gluten más duro, y en casos 
extremos no es posible extraerlo de la masa que proviene de 
esas semillas (Schofield y Booth 1983). En consecuencia, el 
contenido de gluten húmedo es una medida que se utiliza para 
determinar el deterioro por calor de las semillas, junto con 
el volumen de pan y otros ensayos (Schreiber y col. 1981).
Por este motivo, se hicieron determinaciones de gluten 
húmedo y gluten seco, en harinas provenientes de semillas 
control y de semillas, secadas por calor. Los valores obteni^  
dos para el control fueron 23,0% y 9,1%, para gluten húmedo 
y gluten seco respectivamente. La harina de semillas calenta 
das no aglutinó, ni siquiera la correspondiente a semillas
1 , que fueron secadas en condiciones más suaves. Esto india —
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ca que incluso las semillas I han sufrido un deterioro pora
efecto de la temperatura, hecho que ya se había observado en 
los ensayos de panificación y de Zeleny.
2. ALTERACIONES EN LAS PROTEINAS DEL ENDOSPERMA
El objetivo de esta sección es interpretar el deteric} 
ro en la calidad industrial, producido como consecuencia del 
secado de la semilla, a través de los cambios experimentados 
por los componentes del endosperma durante este proceso.
El volumen de pan disminuye cuando baja el nivel de 
proteínas del gluten, y lo mismo ocurre cuando estas proteínas 
son de mala calidad o funcionalidad. El secado con aire calien 
te puede afectar la funcionalidad de las proteínas por desnatu 
ralización (Booth y col. 1980), por lo que se esperaría que 
las proteínas de las harinas que dieron pancitos de mala cali^  
dad estén desnaturalizadas en mayor o menor grado. Los resul 
tados obtenidos en la determinación de gluten, como se obser 
vó anteriormente, también indicarían que se produjo una desna 
turalización durante el tratamiento térmico.
Todo esto hace que se haya enfocado el estudio de las 
alteraciones sufridas por el endosperma de trigo durante el 
secado, hacia el análisis de los cambios producidos en las 
proteínas de la harina.
2.1 Efecto del secado de la semilla sobre la solubilidad de 
las proteínas
Las proteínas del endosperma de trigo tienen distintas 
funciones y localizaciones dentro de la célula, y van a desem 
peñar papeles diferentes en el proceso de panificación. Estas 
proteínas se pueden clasificar de acuerdo a sus característi_
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cas de solubilidad. Para este trabajo se buscó un medio que 
solubilizara la mayor parte de estas proteínas, y se eligió 
para ello un buffer con SDS, que según datos existentes en 
bibliografía, extrae aproximadamente el 95% de las proteínas, 
tanto de la harina como del gluten (Bottomley y col. 1982).
2.1.1 En harina: antes de observar el efecto del secado de las 
semillas sobre la solubilidad de las proteínas, se discutirá 
el rendimiento obtenido en la extracción de proteínas de harjl 
na de semillas control. El contenido de proteína total de harjl 
na se determinó por el método de Kjeldahl, como N x 5,7 
(A.A.C.C. 1983a), obteniendo un valor de 9,65% de proteína en 
base húmeda. La cantidad de proteína soluble en el medio de 
extracción, se midió por el método de Lowry, dando como resul 
tado en semillas control 8,95 mg de proteína por cada 100 mg 
de harina, también en base húmeda. Este valor es el 92,7% del 
contenido de proteína total, resultado que concuerda con los 
datos de bibliografía, ya que,como se mencionó anteriormente, 
Bottomley y colaboradores informaron un rendimiento del 95% pa 
ra esta solución de extracción (Bottomley y col. 1982).
Se analizará ahora el efecto del tratamiento térmico 
sobre la solubilidad de las proteínas.
En la Tabla X se muestran los porcentajes de proteína
soluble obtenidos, para algunas de las condiciones de secado
de la Tabla I (lotes I, , I , II , III y III ). Se puede obserb c a b c —
var que, a medida que las condiciones de secado se hacen más 
drásticas, disminuye la solubilidad de las proteínas de la ha 
riña en el medio de extracción.
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Tabla X : Contenido relativo de proteína soluble en harina
proveniente de semillas secadas en distintas cond_i
(1)ciones
Condiciones 
de secado Control I, b Ic IIa m b
III
c
/ (2) % prot. solu
ble respecto 100 95,4+ 2,3 90,9+ 4,0 96,9+ 2,6 87,2 + 0,2 79,4+ 0,5
al control
(1) La nomenclatura utilizada es la correspondiente a la Tabla I.
(2) Estos valores son los promedios de dos determinaciones.
Esta disminución en la solubilidad de las proteínas 
probablemente se deba a la formación de agregados durante el 
calentamiento de la semilla. Debido a que el medio de extrae 
ción utilizado contenía dodecil sulfato de sodio, que separa 
especies proteicas unidas por enlaces no covalentes, se esp£ 
raría que los agregados se hayan formado a través de uniones 
disulfuro. Esto mismo fue observado por Schofield y colabora 
dores, quienes en lugar de someter las semillas a distintos 
tratamientos térmicos, trabajaron directamente con gluten ca 
lentado en diferentes condiciones. Estos autores concluyeron, 
para el caso de gluten, que durante el calentamiento habría 
reacciones de intercambio sulfhidrilo-disulfuro, que presumi_ 
blemente eran facilitadas por el desplegamiento de las pro 
teínas con la temperatura (Schofield y col. 1983).
2.1.2 En masa: se determinó la concentración de proteínas so 
lubles en solución de SDS, de masa preparada con harina de s£ 
millas control y de semillas secadas en distintas condiciones
(lotes I, , I , II , III, y III de la Tabla I). Los resultadosb c a b c
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de estas medidas presentan una gran dispersión cuando se 
comparan los porcentajes de proteína extraída con respecto 
al valor del control en dos extracciones diferentes. Proba­
blemente esto se deba a las condiciones de extracción, ya 
que si la agitación, por ejemplo, no fue exactamente igual 
para todas las muestras, pueden aparecer diferencias en la 
proteína extraída que enmascaren las debidas al secado de las 
semillas. Por este motivo, no se pudieron sacar conclusiones 
a partir de estos resultados.
El porcentaje de proteína extraída de masa preparada 
con harina de semillas control, fue de 6,9 mg de proteína 
por cada 100 mg de harina, siendo éste un rendimiento consjl 
derablemente menor al obtenido con harina. Esto es lógico, si 
se piensa que la masa es un material que no se disgrega fá 
cilmente, lo que hace difícil que la totalidad de la proteína 
entre en contacto con la solución de extracción.
2.2 Caracterización de diferentes especies proteicas presen 
tes en el medio de extracción
Antes de estudiar el efecto del secado, se caracterjl 
zarán las especies proteicas presentes en el medio de extrae 
ción. Para ello, se analizarán los resultados obtenidos en co 
rridas electroforáticas realizadas en geles de poliacrilamjl 
da con SDS, de extractos proteicos de endosperma de semillas 
control.
En la Figura 14 se puede ver una densitografía típica, 
obtenida a partir de una muestra tratada con mercaptoetanol, 
en la que se indican los pesos moleculares de los diferentes
picos.
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Figura 14. Diagrama electroforético de proteínas de endosperma de semillas 
de trigo control. La corrida se hizo en gel de poliacrilamida 
con SDS. La muestra se trató con SDS y ME antes de sembrar. Pe­
sos moleculares de los picos: a = 120.800, b = 102.900, 
c = 96.100, d = 87.700, e = 78.200, f = 69.800, g = 66.700,
h = 60.800, i = 53.000, j = 46.200, k = 44.200, 1 = 40.000,
m = 36.700, n = 34.100, ñ = 33.400, o = 31.000, p = 29.400,
q = 25.400, r = 21.900, s = 19.300, t = 16.400.
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Se puede analizar este diagrama, teniendo en cuenta 
que la mayoría de las gliadinas poseen pesos moleculares en 
el rango de 30.000 a 45.000 daltons, aunque las u)-gliadinas 
tienen pesos moleculares mayores, en la zona de 75.000-
79.000 daltons. Las subunidades de las gluteninas, en cambio, 
tienen pesos moleculares entre 30.000 y 140.000 daltons a 
proximadamente (Schofield y Booth 1983). Así, se puede ubicar 
en los diagramas electroforéticos 1.a zona que corresponde a 
las gliadinas y la que corresponde a las gluteninas, con los 
rangos de pesos moleculares mencionados. Hay que tener en 
cuenta, sin embargo, que las albúminas y globulinas también 
pueden estar presentes en el diagrama electroforético, aun 
que constituyen sólo entre el 10 y el 20% de las proteínas 
del endosperma (Simmonds 1978), y se encontrarían, al menos 
en parte, en la zona de pesos moleculares menores a 30.000 
daltons (Booth y col. 1980).
Se puede hacer un análisis más profundo, comparando 
los diagramas obtenidos en corridas de muestras tratadas y 
no tratadas con mercaptoetanol.
De esta manera, se puede observar la presencia de 
puentes disulfuro intercatenarios, ya que el mercaptoetanol 
rompe este tipo de enlaces. En la Figura 15 se señalan con 
una flecha vertical las diferencias más notorias entre estos 
diagramas.
Si se considera, en primer lugar, el rango de pesos 
moleculares entre 30.000 y 45.000 daltons, señalada con una 
B en la Figura 15, se tiene una zona en la que se superponen 
los diagramas correspondientes a gliadinas y a gluteninas.
Sin embargo, las gliadinas tienen residuos de cisteína que 






Figura 15. Diagramas electroforéticos de proteínas de endosperma de se­
millas de trigo control. La corrida se hizo en gel de polia- 
crilamida con SDS. a) La muestra fue tratada con SDS antes 
de sembrar. b) La muestra fue tratada con SDS y ME antes de 
sembrar. Las flechas señalan los picos en los que se observan 
las mayores diferencias entre a) y b).
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tramoleculares (Wall 1979, Schofield y Booth 1983), mientras 
que las gluteninas están constituidas por subunidades unidas 
por puentes disulfuro (Schofield y Booth 1983), lo que proba 
blemente haría que una gran parte, si no todas las diferen­
cias encontradas en esta zona entre los diagramas electrof£ 
réticos de muestras tratadas y no tratadas con mercaptoeta- 
nol, se deban a las gluteninas.
Esta zona es la de mayor concentración proteica, como 
se puede’ ver por la altura de los picos en las Figuras 14 y 
15, hecho que coincide con lo observado por Kasarda y colabo 
radores, quienes relacionaron estas bandas con las propieda 
des de la masa (Kasarda y col. 1976).
La zona de pesos moleculares menores a 30.000 daltons 
(zona A de la Figura 15), donde probablemente haya albúminas 
y globulinas (Booth y col. 1980), también presenta algunas 
diferencias entre las muestras tratadas y no tratadas con ME, 
aunque no tan notorias. La diferencia más evidente es que en 
el caso de la muestra tratada con ME, las bandas son más in 
tensas. Esto es razonable ya que probablemente se sumen a las 
especies proteicas ya presentes en el densitograma de las 
muestras sin ME, subunidades provenientes de especies pro 
teicas de mayor peso molecular que hayan estado unidas por 
puentes disulfuro.
Si se considera la zona de pesos moleculares entre
45.000 y 70.000 daltons,(zona C de la Figura 15), donde ha 
bría subunidades de gluteninas (Schofield y Booth 1983), se 
puede ver que hay cambios bastante importantes en las mués 
tras tratadas con ME en relación a las no tratadas, lo que 
era esperable ya que, como se mencionó anteriormente, las 
gluteninas se consideran, al menos en parte, formadas por
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subunidades unidas por puentes disulfuro.
La zona que queda por analizar es la de pesos molecu 
lares mayores a 70.000 daltons (zona D de la Figura 15). En 
esta zona, en la que hay gluteninas y U-gliadinas, no se ob 
servan cambios notorios entre las muestras tratadas y no tra 
tadas con ME, lo que sugiere que estos picos no provendrían 
de cadenas unidas por puentes disulfuro.
Los casos en que se observaron diferencias en los dia 
gramas electroforéticos de muestras tratadas y no tratadas con 
ME, es decir aumento o disminución, y en algunos casos apari^  
ción o desaparición de picos, se pueden interpretar consid£ 
rando que habría especies proteicas solubles en el medio de 
extracción, que estarían formadas por más de una cadena uni_ 
das por puentes disulfuro. Al tratar las muestras con ME, se 
romperían estos enlaces desapareciendo la banda correspondien 
te a la especie proteica original y apareciendo las bandas 
correspondientes a las cadenas separadas. En algunos casos no 
se observa la desaparición total de una banda, y esto puede 
deberse, o a que el tratamiento con ME no fue completo, o más 
probablemente a la presencia de otras especies proteicas del 
mismo peso molecular, pero formadas por una sola cadena. Esto 
puede ocurrir sobre todo en la zona de pesos moleculares entre
30.000 y 45.000 daltons, en la que se superponen gliadinas y 
gluteninas, ya que habría polipéptidos del mismo peso molecu 
lar en ambas fracciones (Wall 1979), y, tal como se mencionó 
anteriormente, las subunidades de gliadinas no estarían unidas 
entre sí por puentes disulfuro, mientras que las de gluteni^ 
ñas sí.
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2.3 Efecto del amasado sobre las proteínas de la harina
Es sabido que en la formación de la masa los componen 
tes de la harina, particularmente las proteínas, deben hidra 
tarse, y luego, durante el trabajo de amasado, reorientarse 
para producir una masa de características Teológicas apropia 
das. Sin embargo, nuestro conocimiento acerca de los cambios 
que experimentan las proteínas de la harina durante el amasa 
do es bastante impreciso (Schofield y Booth 1983). Bottomley 
y colaboradores compararon extractos proteicos de harina y de 
gluten, obtenidos con el mismo medio de extracción (tris-SDS), 
que el utilizado en este trabajo (Bottomley y col. 1982). Ob 
servaron, a través de estudios cromatográficos, que en los 
extractos de gluten había una cantidad mayor de especies pro 
teicas en la zona de alto peso molecular, lo que indicaría 
que durante la preparación del gluten hubo agregación con for 
mación de puentes disulfuro; pero la similitud de los diagra 
mas electroforéticos obtenidos de extractos proteicos prov£ 
nientes de zonas del cromatograma de distinto peso molecular, 
llevaron a estos autores a concluir que el proceso de agrega 
ción sería no selectivo.
Dado que en este trabajo se estudian las alterado 
nes producidas como consecuencia del secado de las semillas, 
en las proteínas de la harina y de la masa, debió verificar 
se previamente si había diferencias en los diagramas electro 
foréticos correspondientes a ambos extractos proteicos en 
muestras de semillas control, aunque los resultados obtenidos 
por Bottomley y colaboradores (Bottomley y col. 1982), indñ^  
carian que muy probablemente no se observen diferencias im­
portantes .
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Si se comparan los diagramas electroforáticos de extrae 
tos proteicos de harina y de masa provenientes de semillas con 
trol (Figura 16), se observa que no hay diferencias muy marca 
das, tanto en las muestras tratadas con mercaptoetanol como en 
las no tratadas. Esto estaría de acuerdo con los resultados ob 
tenidos por Bottomley y colaboradores; y el hecho que los dia 
gramas electroforéticos sean similares, indicaría que no hubo 
una agregación selectiva durante el amasado.
2.4 Modificaciones producidas en las proteínas como consecuen 
cia del tratamiento térmico de las semillas
Después de haber observado en los ensayos de solubili_ 
dad el comportamiento conjunto, en relación al secado, de mu 
chas proteínas diferentes, que pueden incidir de distinta ma 
ñera en la pérdida de solubilidad total, se analizarán ahora 
las alteraciones experimentadas durante este proceso por d^ 
ferentes especies proteicas, consideradas en forma indepen­
diente. Para ello, se hicieron electroforesis en geles de po 
liacrilamida de extractos de proteínas de harina y de masa, 
provenientes de semillas secadas en distintas condiciones, y 
se compararon los diagramas electroforéticos obtenidos con los 
correspondientes a semillas control.
2.4.1 En harina: los diagramas electroforéticos obtenidos a 
partir de extractos de proteínas de harina son, como era de 
esperar, muy similares a los obtenidos a partir de extractos 
proteicos de endosperma.
En la Figura 17 se pueden ver densitografías caracterís
ticas, correspondientes a harina de semillas control y de semi_
lias secadas en algunas de las condiciones de la Tabla I (lo





Figura 16. Diagramas electroforéticos de extractos proteicos de harina
y de masa provenientes de semillas de trigo control. La corri­
da se hizo en geles de poliacrilamida con SDS. a) Harina. La 
muestra se trató con SDS antes de sembrar. b) Harina. La mues­
tra se trató con SDS y ME antes de sembrar, c) Masa. La mues­
tra se trató con SDS antes de sembrar. d) Masa. La muestra se 






94 43 30 14,4 94 43 30 14,4 94 43 30 14,4PMx10~3
\
Figura 17. Diagramas electroforéticos de proteínas de harina de trigo de 
semillas secadas en distintas condiciones. La corrida se hizo 
en geles de poliacrilamida con SDS. Los densitogramas de la 
parte superior corresponden a muestras tratadas con SDS y ME 
y los de la parte inferior a muestras tratadas sólo con SDS. 
a) y d) control, b) ye) Ib, c) y f) Illb.
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ponden a muestras tratadas con SDS y mercaptoetanol, y los de 
la parte inferior, a las mismas muestras, pero tratadas sólo 
con SDS. En ambos casos se observa una disminución de picos 
en la zona de pesos moleculares mayores a 70.000 (flechas ver 
ticales de la Figura 17), donde se encuentran, según lo discu 
tido previamente, gluteninas y CJ -gliadinas.
En la zona de pesos moleculares entre 45.000 y 70.000 
daltons (zona C de la Figura 15), donde hay también gluteni_ 
ñas, se puede ver al menos un pico que disminuye con el calen 
tamiento de la semilla en las muestras tratadas con SDS y mer 
captoetanol (flecha vertical punteada en la Figura 17). Este 
efecto no se observa, al menos en la misma medida, en los den 
sitogramas de las muestras tratadas sólo con SDS, en los que 
este pico es mucho menor. El hecho que esta banda sea mucho 
más intensa en las muestras tratadas con mercaptoetanol, se 
puede ver bien en los diagramas correspondientes a harina de 
semillas control, en los que no se superpone el efecto del s£ 
cado, y se había observado ya al analizar los extractos de en 
dosperma (pág. 91 ); se trataría de subunidades unidas por
puentes disulfuro, formando especies proteicas de mayor peso 
molecular solubles en el medio de extracción, que al tratar 
la muestra con mercaptoetanol, se separan y aparecen en el 
gel, sumándose a una banda ya existente. Después de este aná 
lisis se puede explicar la disminución de este pico, en los 
extractos correspondientes a semillas calentadas tratados con 
mercaptoetanol, considerando que, como consecuencia del tra 
tamiento térmico, se produjeron reacciones en las cuales las 
especies proteicas que originaban el aumento de esta banda 
en presencia de ME, pasaron a formar compuestos insolubles 
en el medio de extracción.
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Schofield y colaboradores trabajaron con gluten, al que 
sometieron a diferentes tratamientos térmicos (Schofield y 
col. 1983). Aunque es muy distinto calentar la semilla entera 
que calentar gluten, ya que el medio en el cual se encuentran 
las proteínas es totalmente diferente, y la estructura de las 
proteínas también es muy distinta, se puede tratar de relacio 
nar los resultados obtenidos por estos autores con los del pr£ 
sente trabajo. Schofield y colaboradores encontraron que a la 
temperatura a la que se afecta la funcionalidad del gluten 
(entre 55 y 70°C) habría una polimerización de las gluteninas, 
aunque no de las gliadinas (Schofield y col. 1983). Estos r£ 
sultados estarían de acuerdo con los obtenidos en este traba 
jo, ya que las modificaciones que se observaron en los diagra 
mas electroforéticos de los extractos proteicos provenientes 
de semillas calentadas, corresponden a la zona de pesos mol£ 
culares más altos, donde se encuentran parte de la gluteninas.
Además, Schofield y colaboradores concluyeron que los 
cambios observados involucrarían reacciones de intercambio 
sulfhidrilo-disulfuro (Schofield y col. 1983), de manera que 
las especies proteicas que se modifican durante este trata 
miento, deberían poseer tales grupos. En el presente trabajo 
se observaron alteraciones fundamentalmente en dos zonas: una 
es la de pesos moleculares entre 45.000 y 70.000 daltons , en 
contrándose un pico que disminuía con el calentamiento en las 
muestras tratadas con mercaptoetanol. Es te. pico sé había atribuido 
a subunidades proteicas anteriormente unidas por enlaces di_ 
sulfuro, que podían, por lo tanto, haber intervenido en reac 
ciones de intercambio sulfhidrilo - disulfuro como consecuen 
cia del tratamiento térmico. La otra zona en la que se obser 
vó una disminución de picos en los diagramas electroforéticos 
como consecuencia del calentamiento, es la de pesos molécula
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res mayores a 70.000 daltons, en la que no habría especies 
proteicas que hayan estado unidas por puentes disulfuro (pág.
94 ) , pero podrían haber tenido grupos sulfhidrilo libres o 
puentes disulfuro intracatenarios. Estos picos serían de glu 
teninas y no de u-gliadinas (que también están presentes en 
esta zona de peso molecular) ya que, como se mencionó anterior 
mente , estas últimas son deficientes en aminoácidos sulfura 
dos.
2.4.2 En masa: los mismos estudios que se realizaron en harina, 
se hicieron también con extractos proteicos de masa, obteniendo 
resultados similares.
En la Figura 18 se pueden ver densitografías, correspon
dientes a muestras tratadas y no tratadas con mercaptoetanol,
provenientes de semillas control y de semillas calentadas en
distintas condiciones (lotes I, y III, de la Tabla I). Losb b
diagramas son muy similares a los de harina (Figura 17, pág.
98 ), observándose las mismas alteraciones en las muestras ca 
lentadas.
Con el objeto de visualizar mejor estas diferencias, 
se midieron las longitudes relativas de algunos picos (picos 
a, b y j_ de las Figuras 17 y 18 págs. 98 y 102 ), con relación 
a otro que no presentó variaciones (pico marcado con un ast£ 
risco en las Figuras 17 y 18).
En las Tablas XI y XII se pueden ver los valores obt£ 
nidos para muestras tratadas y no tratadas con mercaptoetanol. 
Estos ensayos se hicieron para algunas de las condiciones de 






Figura 18. Diagramas electroforéticos de proteínas de masa de harina de 
trigo correspondiente a semillas control y a semillas secadas 
en distintas condiciones.La corrida se hizo en geles de polia- 
crilamida con SDS. Los densitogramas de la parte superior co­
rresponden a muestras tratadas con SDS y ME, y los de la par­
te inferior a muestras tratadas sólo con SDS. a) y d) control, 
b) y e) Ib, c) y f) Illb.
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Tabla XI: Longitudes relativas de algunos picos en diagramas 
electroforéticos de proteínas de harina y masa, pro 
venientes de semillas secadas en distintas condicio 







a m b IIIc
(o\ harina 0,51 0,48 0,46 0,54 0,41 0,39
a
masa 0,54 0,47 0,43 0,57 0,44 0,39
. (2) harina 0,62 0,59
0,55 0,65 0,52 0,46
b
masa 0,62 0,51 0,49 0,63 0,50 0,43
harina 0,81 0,76 0,78 0,81 0,74 0,75
j
masa 0,87 0,74 0,76 0,85 0,68 0,74
(1) Las condiciones de secado :fueron las especificadas en la
Tabla I.
(2) Las medidas se hicieron en relación al pico señalado 
con un asterisco en las Figuras 17 y 18
Se puede observar en estas tablas en primer lugar que, 
tal como se discutió anteriormente (págs. 95 y 96 ), los diagra 
mas electroforéticos de harina y de masa son prácticamente 
coincidentes, tanto para semillas control como para semillas 
calentadas, y tratando o no la muestra previamente con mercap 
toetanol.
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Tabla XII: Longitudes relativas de algunos picos en diagramas 
electroforéticos de proteínas de harina y de masa, 
provenientes de semillas secadas en distintas con 
diciones^1 .^ Las muestras se trataron con SDS y 













harina 0,52 0,47 0,48 0,52 0,43 0,35
masa 0,51 0,47 0,45 0,47 0,46 0,34
/2n harina 0,64 0,57 0,57 0,62 0,52 0,43
b V
masa 0,60 0,51 0,53 0,54 0,52 0,40
.(2) harina 1,05 0,93
0,92 0,98 0,79 0,74
J
masa 1,06 0,94 0,93 0,92 0,78 0,74
(1) Las condiciones de secado fueron las especificadas en la 
Tabla I.
(2) Las medidas se hicieron en relación al pico señalado con 
un asterisco en las Figuras 17 y 18.
Se puede ver claramente, además, que el pico va di£ 
minuyendo a medida que las condiciones de secado se hacen 
más drásticas, sobre todo en las muestras tratadas con mer- 
captoetanol (Tabla XII), hasta alcanzar valores similares a 
los obtenidos para las muestras no tratadas (Tabla XI). Por 
el contrario, los picos a y b tienen longitudes relativas si_
-105-
milares en las muestras tratadas con mercaptoetanol, con res 
pecto a las no tratadas.
Finalmente, se observa una disminución de los tres pjl 
eos (excepto, tal vez, el pico j_ en la Tabla XI), según las 
condiciones de secado de las semillas.
En la Figura 19 se muestra la fotografía de un gel de 
poliacrilamida en el que se pueden ver las diferencias señala 
das.
3. COMPORTAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE LA HARINA EN ENSAYOS 
CALORIMETRICOS
Después de haber analizado las modificaciones sufridas 
por las proteínas del endosperma como consecuencia del trata 
miento térmico, a través de medidas de solubilidad, e incluso 
visualizando directamente estas alteraciones por medio de co 
rridas electroforéticas, se discutirán ahora los resultados 
obtenidos en ensayos calorimétricos realizados con harina, 
gluten y masa.
Ya que el calentamiento modifica la estructura de las 
proteínas de la harina, como se vio en la sección anterior, 
era lógico pensar que estos cambios puedan observarse a tra 
vés de ensayos de calorimetría diferencial de barrido. Estos 
ensayos se hicieron también con gluten y masa.
3.1 Ensayos con harina
En la Figura 20 se muestra un termograma típico de ha 
riña, observándose que no aparecen picos definidos en el ran 
go de temperatura considerado. El componente mayoritario de 
la harina es el almidón, que, cuando se calienta en presencia 
de un exceso de agua, experimenta una serie de cambios físi-
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Figura 19. Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS de proteínas 
de masa y de harina de trigo, provenientes de semillas con­
trol y de semillas secadas en distintas condiciones: a,b) 
Harina, lile, c,d) Harina, Ic, f,g) Harina, control, h,i) 
Masa, lile, j,k) Masa, Ic, l,m) Masa, control, e,n) patrones. 
Los carriles a,c,f,h,j,l corresponden a muestras tratadas con 




Figura 2 0. Termograma de harina de trigo obtenido por calorimetría dife­
rencial de barrido. Velocidad de calentamiento 13= 10°C/min.
-108-
cos conocidos como gelatinización, durante los cuales hay un 
intercambio de calor que se puede visualizar por calorimetría 
diferencial de barrido. En sistemas agua-almidón en los que el 
agua es el componente limitante, se encontró que, para que ten 
ga lugar la gelatinización, el contenido de agua no debe ser 
inferior al 30% (Burt y Russell 1983). En el caso de la hari 
na el contenido de humedad es de alrededor del 10%, lo que ex 
plica que no se observen picos de gelatinización por DSC. Con 
respecto a las proteínas de la harina, hay que tener en cuen 
ta que la entalpia de desnaturalización de las proteínas, que 
es proporcional al área del pico en los termogramas de DSC, 
disminuye al bajar el contenido de agua del sistema, para ba 
jos contenidos de humedad (Baardseth 1977). A esto se suma 
que el porcentaje de proteína de la harina es muy bajo (alre^  
dedor del 10% en base húmeda), de manera que difícilmente pu£ 
da observarse una transición térmica por DSC debida a las pro 
teínas de la harina.
3.2 Ensayos con gluten
El gluten está compuesto, en base seca, por un 75-80% 
de proteínas, 5-15% de almidón residual, 5-10% de lípidos, y 
pequeñas cantidades de sales minerales (Eliasson y Hegg 1980). 
Así, al trabajar con gluten se evita el problema de la baja 
concentración de proteínas que se presentaba con la harina . 
Además , tiene un contenido de humedad de 60-70%, por lo que 
la desnaturalización de las proteínas no va a estar limitada 
por la disponibilidad de agua (Baardseth 1977).
En la Figura 21 se muestra un termograma característ±_ 
co de gluten, en el que se puede ver que, a pesar de lo espe 
rado, no se observan picos definidos. Eliasson y Hegg, traba
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temperatura [°C]
F i g u r a  2 1 .  T e r m o g r a m a  d e  g l u t e n  d e  t r i g o  o b t e n i d o  p o r  c a l o r i m e t r í a  d i f e ­
r e n c i a l  d e  b a r r i d o .  V e l o c i d a d  d e  c a l e n t a m i e n t o  Í3 =  1 0 ° C / m i n .
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jando con gluten, habían obtenido un diagrama equivalente, y 
concluyeron que la principal transición térmica, que tenía lu 
gar entre 55 y 70°C, se debía al almidón residual, mientras 
que transiciones apenas perceptibles, que ocurrían a tempera 
turas mayores, las asignaron a las proteínas del gluten 
(Eliasson y Hegg 1980). Sin embargo, Arntfield y Murray seña 
laron que la falta de una endoterma reconocible debida a pro 
teínas, no puede de hecho indicar que no ocurran transiciones 
térmicas en esas proteínas. En una corrida de DSC de proteínas, 
se observa una diferencia de entalpia asociada a un cambio mo 
lecular, debido al desplegamiento de la molécula de proteína. 
Este cambio es una combinación de reacciones endotérmicas, ta 
les como la ruptura de uniones hidrógeno, y de reacciones exo 
térmicas, tales como la agregación proteica y la ruptura de 
interacciones hidrofóbicas. La desnaturalización térmica del 
gluten puede involucrar la ruptura de un número suficientemente 
grande de uniones hidrofóbicas como para cancelar la ruptura 
de uniones polares endotérmicas (Arntfield y Murray 1981).
3.3 Ensayos con masa
Como no pudo observarse en forma directa por calorim^ 
tría diferencial de barrido la desnaturalización térmica de las 
proteínas de la harina, se recurrió a la observación indirecta 
de las modificaciones experimentadas por estas proteínas, a tra 
vés de su comportamiento en un sistema como la masa, en el que 
las proteínas y el almidón compiten por el agua disponible. La 
masa utilizada para estos ensayos se preparó con una relación 
agua¡harina de 0 ,6 :1 .
En sistemas con un exceso de agua, el almidón gelatini
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za dando un único pico, a una temperatura ligeramente superior 
a los 60°C. Al disminuir el contenido de agua, se reduce el á 
rea de este primer pico, apareciendo un segundo pico a una tem 
peratura mayor. Esto se debe a que en sistemas con alto conte 
nido de agua cada gránulo de almidón dispone de ésta fácilmen 
te, mientras que en un sistema en el que el agua es limitante, 
dado que en una población de gránulos de almidón la gelatini 
zación ocurre en un rango de temperatura, los gránulos que em 
piezan a gelatinizar primero se llevan el agua disponible, dis 
minuyendo así el área del primer pico (Ghiasi y col. 1983).
Eliasson, trabajando con mezclas de gluten-almidón-a 
gua, encontró que la variación de entalpia del primer pico, 
(AH^ .), disminuía al aumentar la relación gluten/almidón, mien 
tras que la variación de entalpia del segundo pico, (AH.^), £ 
ra casi independiente de esta relación. Esto se interpretó t£ 
niendo en cuenta que en un sistema almidón-agua, el AH^ . úis^  
minuye al bajar el contenido de agua, y el gluten, al competir 
por ésta, haría disminuir el contenido de agua disponible para 
el almidón (Eliasson 1983). Por otro lado, este autor encontró 
que la temperatura del máximo de ambos picos aumentaba con la 
relación gluten/almidón.
En base a estos resultados, surgió la pregunta de si 
el hecho que las proteínas del gluten se encuentren desnatura 
lizadas podía afectar visiblemente su capacidad de competir 
con el almidón por el agua disponible, alterando el valor de 
la entalpia de gelatinización del almidón correspondiente al 
primer pico, o produciendo un corrimiento en la temperatura 
en ambos picos.
Para responder esta pregunta se hicieron corridas de 
DSC de masa hecha con harina de semillas control y de semillas
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calentadas (lotes Ia, 1^ , IIC y III^ de la Tabla I). En la Fi_ 
gura 22 se muestran dos termogramas: uno correspondiente a ma 
sa de semillas control y el otro a masa de semillas III^; en 
ambos casos se detectó la presencia de tres picos, correspon 
diendo los dos primeros al proceso de gelatinización de almi_ 
dón y el tercero a la interacción lípido-amilosa (Ghiasi y 
col. 1983). Como se puede ver en esta figura, no se observó 
un corrimiento apreciable en la temperatura de los picos en 
los termogramas correspondientes a semillas calentadas con 
respecto a los termogramas de semillas control, y la diferen 
cia más marcada fue una disminución en el área del segundo pi_ 
co en relación al primero, al comparar los termogramas de s£ 
millas calentadas con los de semillas control. Esto podría d£ 
berse a un cambio en la capacidad de retención de agua de las 
proteínas del gluten; sin embargo, al calcular las áreas esp£ 
cíficas de los dos picos en los termogramas de masa de semjL 
lias control y de semillas calentadas, se obtuvieron para el 
primer pico valores de 35,56 mm^/gr masa y 36,00 mm^/gr masa 
para muestras control y calentadas respectivamente, y para el 
segundo pico 62,50 mm^/gr masa y 52,88 mm^/gr masa. Los resul 
tados anteriores son los promedios de nueve corridas para las 
muestras control, y de doce corridas para las muestras corres 
pondientes a semillas secadas en distintas condiciones. Con 
estos datos se hizo un tratamiento estadístico (test t), en 
contrando que no había diferencias significativas entre las 
muestras control y las calentadas, en relación al área del 
primer pico para un nivel de significación del 5%, mientras 
que había diferencias, al mismo nivel de significación, en el 
área del segundo pico, entre los dos tipos de muestras. Estos 
resultados indican que las diferencias observadas en los ter
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temperatura [*C]
Figura 22. Termogramas de masa de harina de trigo, obtenidos por calori 
metría diferencial de barrido. a) La muestra proviene de se_ 
millas control. b) La muestra proviene de semillas III^ ,. Ve 
locidad de calentamiento 13= 10°C/min.
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mogramas se deben a una disminución en el área del segundo 
pico en las muestras calentadas, por lo que, si bien no pue 
de descartarse la hipótesis de una alteración en la capacidad 
de retención de agua de las proteínas del gluten, los resulta 
dos obtenidos no se pueden explicar con los datos encontrados 
en bibliografía mencionados anteriormente. Otra posibilidad 
que hay que tener en cuenta, es que parte del almidón podría 
haber gelatinizado durante el secado de la semilla, lo que ex 
plicaría la disminución en el área del segundo pico en las 
muestras calentadas. Probablemente la realidad sea una combji 
nación de estas dos hipótesis.
4. UNIONES QUE INTERVIENEN EN LA ESTRUCTURA DEL GLUTEN
Hay distintos tipos de uniones responsables de las a 
sociaciones moleculares que intervienen en los fenómenos de 
adhesión y cohesión de proteínas. Entre estas uniones están 
las de tipo electrostático, puentes hidrógeno, uniones hidro 
fóbicas y uniones covalentes. Las proteínas del gluten tienen 
pocos grupos cargados, de modo que las uniones de tipo ele£ 
trostático no intervendrían en su estructura. En cambio, con 
tienen más del 33% de restos de glutamina y asparagina, y e£ 
tos aminoácidos son capaces de formar puentes hidrógeno. Ad£ 
más, se ha demostrado la participación de grupos hidrofóbicos 
en las asociaciones intermoleculares de proteínas de gluten 
de trigo, y también la presencia de puentes disulfuro, que ten 
drían mucha importancia en las propiedades del gluten (Wall y 
Huebner 1981).
Con el objeto de visualizar el rol que cumplen en la 
estructura, por un lado las uniones de tipo no covalente (hidro 
fóbicas, puentes hidrógeno, etc.), y por otro lado las de ti
-115-
po covalente (puentes disulfuro), se trataron muestras de glu 
ten con agentes que rompen selectivamente cada tipo de unión. 
Para romper las uniones de tipo no covalente se utilizó SDS, 
y para las covalentes, ME. El gluten así tratado se observó 
posteriormente bajo la lupa y al microscopio.
La observación directa permitió apreciar diferencias 
muy notorias en las muestras sometidas a distintos tratamien 
tos. Así, el gluten normal, en agua destilada, tenía las pro 
piedades viscoelásticas características, y era muy difícil de 
cortar. El gluten tratado con mercaptoetanol, en cambio,pre^ 
sentaba un aspecto similar al anterior a simple vista, pero 
había perdido la elasticidad y era muy fácil de cortar. El glu 
ten tratado con SDS tenía un aspecto semejante al algodón, a 
pareciendo hinchado e hidratado, y perdiendo su forma caracte 
rística. Por último, el gluten tratado con SDS y ME simultá 
neamente se disolvió en este medio.
En la Figura 23 se pueden ver fotografías obtenidas ba 
jo la lupa, de gluten normal, tratado con SDS, y tratado con 
ME, en las que se aprecian las diferencias señaladas anterior 
mente.
En la Figura 24 se muestran micrografías de gluten ñor 
mal y de gluten sometido a los tratamientos anteriores, obt£ 
nidas con y sin condensador. El condensador permite apreciar 
el relieve. Se puede ver que el gluten normal presenta una e£3 
tructura compacta y firme, mientras que el gluten tratado con 
ME tiene un aspecto plano muy diferente al anterior, sin es 
tructura compacta, observándose en la fotografía un punteado 
más fino, con zonas oscuras no tan delimitadas como en el glu 
ten normal. En el caso del gluten tratado con SDS, se puede 
ver que la superficie es más suave y el punteado es homogéneo,
Figura 23. Gluten de trigo de semillas control, observado bajo la lupa.
a) Tratado con agua destilada, b) Tratado con mercaptoetanol. 
c) Tratado con SDS.
Figura 24. Mi orografías de gluten de trigo control, a, b) Tratado con a 
gua destilada. c,d) Tratado con mercaptoetanol. e,f) Tratado 
con SDS. Las micrografías a,c,e se tañaron con condensador.
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sin zonas oscuras.
Para interpretar estos resultados, hay que considerar 
la contribución de los distintos tipos de proteínas del glu 
ten en las propiedades de la masa. Las moléculas de gluteni 
ñas, grandes y asimétricas, tienen superficies extensas con 
numerosos grupos funcionales expuestos, que permiten una fue 
te asociación por enlaces no covalentes. Fragmentos de prote 
ñas del residuo, altamente entrecruzadas, contribuyen a la 
cohesión lateral y a la resistencia al flujo laminar. Las mo 
léculas de gliadinas, más pequeñas, no están unidas tan estre 
chámente, y facilitan la fluidez y la expansión de la masa. A 
sí, el agregado de agentes reductores, que rompen los puentes 
disulfuro, hace que la masa se vuelva más débil (Wall y Hueb 
ner 1981), lo que explica el efecto del mercaptoetanol. El a 
gregado de SDS, por otro lado, destruiría la fuerte asocia 
ción por enlaces no covalentes, haciendo que el gluten pierda 





En esta sección, se discutirán los resultados de los 
ensayos de viabilidad en relación a las condiciones de seca 
do de las semillas, y se calculará la energía de activación 
del proceso de deterioro medido a través de estos ensayos, 
utilizando la temperatura del germen obtenida anteriormente 
para cada condición de secado (Tabla IV, pág. 64 ).
1.1 Ensayos de germinación
En la Tabla XIII se muestran los resultados obtenidos 
en los ensayos de germinación, realizados con semillas seca 
das en las condiciones de la Tabla I.
Tabla XIII: Ensayo de germinación realizado con semillas s£ 
cadas en distintas condiciones^^.
Condiciones 
de secado Control Ia L Ic IIa XIb IIc IIIa III III b c
% sem. germi 
nadas a los 
3 días
100 87 75 61 77 20 2 44 4 0
(1) Las condiciones de secado son las especificadas en la
Tabla I.
Con estos resultados se hizo un análisis de varianza, 
considerando para los cálculos el número de semillas germina 
das en cada caja de Petri, y tomando como fuentes de varia­
ción la temperatura del aire de secado y la humedad inicial 
de las semillas. El análisis dio como resultado, que existen 
diferencias a un nivel de significación del 1 % en los porcen 
tajes de semillas germinadas, como consecuencia de los distin
M O D I F I C A C I O N E S  M E T A B O L I C A S  D E
L A S  S E M I L L A S  D E B I D A S  A L  S E C A D O
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Después de haber estudiado los cambios experimentados 
por las proteínas, tanto del embrión como del endosperma, du 
rante el proceso de secado de la semilla, se analizarán algu 
ñas de las consecuencias del tratamiento térmico en relación 
al metabolismo. Es muy probable que las alteraciones que se 
discutirán en este capítulo se deban, en mayor o menor medji 
da, a las modificaciones en las proteínas, sobre todo de em 
brión, estudiadas anteriormente. En años recientes, sin embar 
go, se ha desviado la atención hacia la destrucción por calor 
de la integridad de las membranas, como un paso primario en 
la injuria por alta temperatura (Steponkus 1981). No es el ob 
jetivo de este trabajo estudiar a nivel molecular todas las 
alteraciones producidas por la temperatura, y su efecto sobre 
el metabolismo de la semilla, sino analizar algunos cambios 
globales observados en el comportamiento metabòlico de las s£ 
millas calentadas, que pueden estar relacionados con las modi_ 
ficaciones en la estructura de las proteínas descutidas ant£ 
riormente.
En primer lugar, se analizará la pérdida de viabili­
dad de las semillas en relación a las condiciones de secado, 
y posteriormente se observará el efecto del calentamiento so 
bre algunas vías del catabolismo, y sobre la sensibilidad de 
la semilla al NaF como inhibidor de la germinación.
1. EFECTO DE LAS CONDICIONES DE SECADO SOBRE LA VIABILIDAD 
DE LAS SEMILLAS
Si el secado no se realiza en condiciones adecuadas, 
las semillas pueden dejar de servir como tales, perdiendo su 
capacidad de germinar. El ensayo de germinación es una de las 
pruebas más sensibles para medir el deterioro de la semilla.
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tos tratamientos térmicos. Asimismo, se encontró que existe 
una interacción al mismo nivel de significación, entre los dos 
factores considerados (temperatura del aire y humedad inicial).
Las relaciones de varianzas obtenidas fueron 156,41 y 
222,26 para la temperatura del aire y el contenido de humedad 
inicial como fuentes de variación respectivamente, ambas mayo­
res a la razón de varianzas de la tabla, que es de 5,49 para 
un nivel de significación del 1 % y los grados de libertad co 
rrespondientes. El análisis de la interacción entre estas dos 
fuentes de variación, dio una relación de varianzas de 16,23. 
Este valor es superior al de la tabla, que es de 4,11 para este 
nivel de significación.
Con el objeto de analizar en forma independiente cada 
condición de secado, se hizo un análisis LSD (mínima dif£ 
rencia significativa), comparando las medias de cada pobla­
ción. En primer lugar se tomó como fuente de variación la tem 
peratura del aire, considerando en cada población las semillas 
que fueron secadas en iguales condiciones de temperatura, indepen 
dientemente de su contenido de humedad inicial. El análisis dio 
como resultado que existen diferencias significativas al nivel 
de significación del 1 % en la viabilidad, entre las semillas 
secadas con una temperatura del aire de 110°C y las secadas a 
las temperaturas de 125°C y 140°C, y también entre las semi­
llas secadas a estas dos últimas temperaturas. Al tomar como 
fuente de variación la humedad inicial de las semillas, indes 
pendientemente de la temperatura de secado, se obtuvieron re­
sultados equivalentes, encontrando diferencias significativas 
al nivel de significación del 1 % entre las semillas que par 
tían con distintos contenidos de humedad. Los resultados an 
teriores, y los obtenidos al comparar las medias de la nueve 
condiciones de secado individualmente, se muestran en la Tabla
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XIV. El valor de LSD para un nivel de significación del 1% fue 
de 1,97 si se toma como fuente de variación la temperatura del al 
re o el contenido de humedad inicial, y 3,41 si se comparan 
las nueve condiciones de secado individualmente; los valores 
mayores que éstos en la Tabla indican que existen diferencias 
entre las medias, para ese nivel de significación.
Tabla XIV: Diferencias entre las medias de poblaciones de S£
millas secadas en distintas condiciones, en reía




Tomando como fuente de variación la temperatura del aire
de secado (a = 110°C, b = 125°C, c = 140°C):
|X - X I  = | 9,08 |X - X | = | 3,00
a b ------- b c -------
Tomando como fuente de variación el contenido de humedad
inicial de las semillas (I = 17 %, II = 21 %, III = 25 %):
\XX- Xix| = | 10,33 | |XIX- XIZII = I 4,25 |
(3)Tomando cada condición de secado individualmente :
I I I  II II II III III III Condicionesa b e  a b e  a b e ,
de secado
2,50 16,75 21,25 10,75 20,75 21,75
0,50 13,75 18,25 7,75 17,75 18,75
4,00 10,25 14,75 4,25 14,25 15,25
- 14,25 18,75 8,25 18,25 19,25
- 4,50 6,00 4,00 5,00











(1) La nomenclatura utilizada es la de la Tabla I.
(2) Los valores recuadrados son diferentes al nivel de signi 
ficación del 1%.
(3) Los valores de esta Tabla son las diferencias entre las 
medias de las semillas secadas en las condiciones de las 
columnas, con respecto a las secadas en las condiciones 
de las filas.
Si se comparan los resultados de las Tablas XIII Y XIV, 
con los correspondientes a solubilidad de proteínas de embrión 
y endosperma (Tablas V, VI y X, págs. 6 6 , 68 y ¡88 ) se puede 
observar que la viabilidad de las semillas se ve afectada en 
forma más drástica por la temperatura que la solubilidad de 
las proteínas, siendo por lo tanto un parámetro más sensible 
para medir el deterioro. Esto se puede explicar teniendo en 
cuenta que para que la solubilidad de las proteínas disminuya 
hasta cero, como es el caso de la viabilidad, todas las pro­
teínas extraíbles con el medio de extracción utilizado deben 
hacerse insolubles en ese medio, mientras que en el caso de 
la viabilidad, basta que un paso clave en el metabolismo de 
la semilla en germinación quede interrumpido para que la semilla 
no sea viable, si no puede suplantar esa vía por otra alternativa.
1.1.1 Determinación de la energía de activación: el objetivo
de esta sección es estudiar la cinética de deterioro de la s£ 
milla como consecuencia del tratamiento térmico, a través de 
ensayos de viabilidad. Las pruebas se hicieron contando la can 
tidad de semillas germinadas a los tres días de la imbibición, 
clasificándolas en germinadas y no germinadas, independient£ 
mente del grado de desarrollo alcanzado por las semillas ger 
minadas. Sin embargo, como se puede ver en la Figura 25 , no
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Figura 25. Ensayo de geminación realizado con semillas secadas en dis­
tintas condiciones. Las fotografías se tañaron a los seis días 
de la imbibición de las semillas. La nomenclatura utilizada 
es la de la Tabla I.
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hay una diferencia muy grande en el grado de desarrollo entre 
las semillas germinadas de un mismo lote.
Si la semilla germina a los tres días, significa que no 
están totalmente dañados los componentes que son absolutamente 
imprescindibles para que germine. Probablemente haya uno que 
sea el limitante de este proceso, determinando por lo tanto 
que la semilla sea viable o no. Será viable si dicho componen 
te no está dañado más de un determinado valor límite. Si las 
semillas fueran idénticas y hubieran estado sometidas todas 
exactamente a las mismas condiciones durante el tratamiento 
térmico, los resultados de los ensayos de viabilidad habrían 
dado porcentajes de germinación de 0 % o de 1 0 0 %, según las 
condiciones de secado. Como hay una cierta variabilidad bioló 
gica entre las semillas, y las condiciones de secado no fue­
ron exactamente las mismas para todas, se obtuvieron distin­
tos porcentajes de semillas germinadas de acuerdo a las condji 
ciones de secado, La proporción de semillas germinadas esta­
ría relacionada con la cantidad promedio del componente limjL 
tante que no está dañado en cada semilla.
Sin embargo, aparentemente no hay mucha variación entre 
las semillas, ya que las que germinaron en cada lote no pre­
sentan una variación muy grande en el grado de desarrollo aJL 
canzado »mientras que hay difer'encias marcadas al comparar dis^  
tintos lotes entre sí. Esto indicaría que la semilla puede 
pasar de viable a no viable con pequeñas diferencias en el 
tratamiento térmico.
Además, en un mismo lote de semillas, como se observa 
en la Figura 25, hay semillas no germinadas, semillas que ap£ 
ñas germinaron y semillas germinadas. Entre estas últimas no 
hay diferencias marcadas en el grado de desarrollo alcanzado.
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Si el factor determinante de la viabilidad fuera el mismo 
que el o los factores determinantes del grado de desarrollo, 
se esperaría encontrar en un mismo lote entre las semillas que 
germinaron, una variación más o menos continua del tamaño de 
la plántula. Como esto no se observa, se podría pensar que se 
trata de factores diferentes, es decir, un factor o componen 
te limitante que determine si la semilla germina o no germi 
na, y otro u otros que determinen el grado o la velocidad 
de desarrollo que tendrá la plántula en las semillas germina 
das.
Para estudiar la cinética de deterioro de la semilla 
como consecuencia del tratamiento térmico, a través de los 
resultados de los ensayos de viabilidad, se utilizará la tem 
peratura del germen durante el secado que se había determina 
do anteriormente (Resultados y Discusión, pág. 64).La temp£ 
ratura del germen, por su posición en la semilla, es también 
la temperatura de las células de la capa de aleurona, que ro 
dea al endosperma, y que son junto con el embrión las partes 
vivas de la semilla.
La energía de activación calculada a través de los por 
centajes de germinación, sería la energía de activación para 
la inactivación del componente limitante de la pérdida de via 
bilidad. Para determinar esta energía de activación se calcu 
laron las constantes de velocidad de reacción, k, para cada 
condición de secado, postulando una cinética de primer orden 
con respecto al tiempo. Los cálculos se realizaron de la mis^  
ma manera que en Resultados y Discusión, pág. 79.
La energía de activación se calculó con la pendiente 
de la recta obtenida al graficar -ln k en función de 1/T, 
siendo T la temperatura absoluta (ecuación de Arrhenius). El
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valor obtenido para la energía de activación fue de 163,5 
Kcal/mol, con un coeficiente de correlación de 0,96 (Figura 
26). Estos cálculos se realizaron también postulando cinéti_ 
cas de orden cero y de orden dos con respecto al tiempo, ob 
teniendo coeficientes de correlación menores.
2. DIFERENCIAS EN EL COMPORTAMIENTO METABOLICO ENTRE SEMILLAS 
CALENTADAS Y NO CALENTADAS
En esta sección se discutirán en primer lugar las con 
secuencias del calentamiento de la semilla sobre las vías de 
producción de CO^ y consumo de 0^ en las primeras horas des^  
pués de la imbibición, y posteriormente se analizará el efe£ 
to del calentamiento sobre la susceptibilidad de la semilla 
al NaF como inhibidor de la germinación.
2.1 Efecto del calentamiento de la semilla sobre distintas 
vías metabólicas
Se discutirán aquí los resultados de las determinado 
nes de la velocidad de producción de CO^ y consumo de 0^, rea 
lizadas en las primeras horas después de la imbibición de las 
semillas, en presencia y en ausencia de un inhibidor metabóli_ 
co, el NaF.
2.1.1 Condiciones para la utilización de uno u otro sustrato
respiratorio: Con el objeto de estudiar el efecto del calen
tamiento sobre distintas vías del catabolismo en la semilla 
al comienzo de la germinación, se midió la velocidad de produ£ 
ción de CO^ y consumo de 0^ en semillas normales y calentadas, 
viendo a través de la determinación del cociente respiratorio 
el sustrato utilizado para la producción de energía y, por con
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Figura 26. Cálculo de la energía de activación a partir de la ecuación de 
Arrhenius para la pérdida de viabilidad de las semillas de tri­
go sometidas a un tratamiento térmico, k = constante de veloci­
dad. T = temperatura absoluta.
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siguiente, las posibles vías metabólicas involucradas. El co 
ciente respiratorio (QH) se define como la relación molar en 
tre el CO^ producido y el 0^ consumido. Este índice se usó 
inicialmente como criterio estequiométrico para tratar de di£ 
criminar entre varios tipos de oxidación. Así, en el caso de 
la oxidación completa de los hidratos de carbono, el cociente 
respiratorio es 1 , mientras que en la oxidación de los lípi- 
dos, el cociente respiratorio es de 0,7 (Labouriau 1983) o 0,8 
(Umbreit y col. 1959). En el caso de las proteínas, el cocien 
te respiratorio puede ser mayor o menor que uno según su conte 
nido de aminoácidos: para el caso del ácido glutámico, por 
ejemplo, que es el resto aminoácido que se encuentra en mayor 
proporción en trigo, tanto en las proteínas del endosperma y 
la aleurona como en el embrión (Simmonds 1978, Barnes 1982) 
generalmente bajo la forma de glutamina, el QR es 1,25.
Umbreit y col. (1959) dan el valor de 0,9 para la mayoría de 
las proteínas, mientras que estudios en vegetales mostraron 
que en general los aminoácidos cuyos esqueletos carbonados e£ 
tán estrechamente relacionados con intermediarios respirato­
rios, como alanina, glutámico y aspártico, son más fácilmente 
utilizados como sustratos respiratorios (Rees 1980). Estos 
aminoácidos dan cocientes respiratorios mayores que uno.
Aunque las plantas pueden utilizar, y de hecho utili_ 
zan lípidos y proteínas como sustratos respiratorios, la evi­
dencia disponible indica que la mayoría de las células vegeta 
les usan en la mayor parte de su vida los carbohidratos como 
principal fuente de energía (Rees 1980). Se esperaría enton­
ces que las semillas normales utilicen carbohidratos , aunque 
según el tipo de semilla y el momento y las condiciones de m£ 
dida, utilizarán hidratos de carbono, lípidos o proteínas 
(Labouriau 1983).
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En la Tabla XV, se pueden ver los cocientes respira 
torios calculados para semillas normales y calentadas, entre 
las dos y las cuatro horas después de la imbibición con una 
solución de NaCl. Las medidas se hicieron a partir de las dos 
horas de imbibición, ya que la semilla tiene un período de una 
o dos horas al comienzo de ésta, durante el cual el intercam­
bio gaseoso que se observa es mínimo (Figura 27, pág. 134).
Los valores obtenidos, tanto para las semillas normales como 
para las calentadas, son cercanos a uno,lo que indicaría que, 
en las condiciones del ensayo, ambas utilizan principalmente 
a los carbohidratos como fuente de energía.
Tabla XV: Cociente respiratorio en semillas normales y calen 




Más adelante se analizarán los resultados obtenidos 
en las medidas de la velocidad de producción de CO^ y de con 
sumo de 0 ,^ en semillas normales y calentadas que utilizan es 
te sustrato para la respiración.
Con el objeto de estudiar también el efecto del calen 
tamiento sobre otras vías del catabolismo, se recurrió a un 
inhibidor de la glicólisis, el NaF, para forzar a las semillas 
a utilizar otro sustrato y otra vía para obtener energía. El 
NaF es un veneno metabòlico, que actúa sobre diferentes compo
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nentes celulares, provocando distintos efectos de acuerdo al 
sistema y a las condiciones del estudio. Se encontró que el 
fluoruro, ligado al Mg++ o a metales pesados divalentes, cau 
sa la inhibición in vitro de varias enzimas, como la enolasa 
y la fosfoglucomutasa (Lendzian y Unsworth 1983). Se esperaría 
entonces, si el fluoruro inhibe la enolasa, que siendo ésta 
una enzima que actúa al final de la vía glicolítica, se int£ 
rrumpa esta vía y la semilla recurra a otros sustratos para 
obtener energía.
En la Tabla XVI, se pueden ver los resultados obten_i 
dos al calcular el cociente respiratorio de semillas normales 
y calentadas, medidos entre las dos y las cuatro horas después 
de la imbibición con una solución de NaF.
Tabla XVI: Cociente respiratorio en semillas normales y calen 
tadas en un medio de imbibición con NaF.
Semillas Control Calentadas
Cociente 0,73 0,79respiratorio
Se puede observar que el cociente respiratorio es m£ 
ñor que uno, lo que indica que la semilla estaría utilizando 
lípidos o proteínas, o quizás ambos, como sustrato. Por los 
valores obtenidos, de acuerdo a lo discutido anteriormente, 
muy probablemente la fuente de energía utilizada sean los 
lípidos. El embrión de trigo posee un alto contenido en lípi_ 
dos (Barnes 1982) que posiblemente utilice como sustrato res
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piratorio si no puede utilizar los glúcidos.
En consecuencia, se podrá observar el efecto del ca­
lentamiento de las semillas en las vías de degradación de los 
azúcares, midiendo la velocidad de producción de CO^ y consumo 
de en una solución de NaCl, y en otras vías catabólicas, 
posiblemente las que intervienen en la oxidación de los lípjL 
dos, midiendo la velocidad de producción de CO^ y de consumo 
de en una solución de NaF.
2.1.2 Efecto del calentamiento de la semilla sobre la veloci­
dad de producción de CO^ y consumo de 0^ partiendo de distin 
tos sustratos: se analizarán ahora los resultados obtenidos 
al medir la velocidad de producción de CO^ y de consumo de 0  ^
en semillas calentadas y no calentadas, después de la imbibi^  
ción con una solución de NaCl y con una solución de NaF. En 
el primer caso, se estaría midiendo la velocidad de utiliza­
ción de las vías de degradación de los azúcares, y en el s£ 
gundo, la velocidad de utilización de otras vías degradativas, 
posiblemente la oxidación de lípidos.
En la Tabla XVII se muestran los valores de velocidad 
de consumo 0 ,^ obtenidos calculando la pendiente de los gráfi 
eos de volumen de 0^ consumido vs tiempo (Figura 27), entre 
las dos y las cuatro horas después de la imbibición de las S£ 
millas.
Se puede observar que, tanto para el caso de las sem_i 
lias puestas en solución de NaCl, que utilizarían vías de áe_ 
gradación de azúcares, como para las semillas puestas en solu 
ción de NaF, que utilizarían otras vías, posiblemente de de­
gradación de lípidos, la velocidad de consumo de 0  ^ es menor 
en las semillas calentadas que en las no calentadas. En el ca 
so de las semillas puestas en solución de NaCl, la velocidad
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de utilización de 0^ en las semillas calentadas fue un 84,5% 
de la velocidad en las semillas control. Por otra parte, en 
el caso de las semillas puestas en solución de NaF, la velocjL 
dad de utilización de 0  ^ en las semillas calentadas fue un 
75,8% de la velocidad en las semillas control, medida en las 
mismas condiciones.
Tabla XVII: Velocidad de consumo de oxígeno de semillas norma














Estos resultados indicarían que el calentamiento de las 
semillas afectó tanto la utilización de la vía de degradación 
de azúcares como la utilización de otra vía degradativa, posjL 
blemente de degradación de lípidos. Aparentemente, la utiliza 
ción de esta última disminuyó más que la utilización de la pri_ 
mera como consecuencia del calentamiento.
Se puede observar también, por los resultados de la Ta 
bla XVII, que aunque la velocidad de consumo de 0^ es ligera 
mente menor en las semillas que no pueden utilizar la vía gli_ 




Figura 27. Consumo de oxígeno en las primeras horas después de la imbibi­
ción en semillas normales y calentadas, a) Utilizando como me­
dio de imbibición una solución de NaCl 0,15M.
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b) Utilizando como medio de imbibición una solución de NaF 0,15M. Cada 
punto representa el promedio de una a tres determinaciones simultáneas. 
• Semillas normales. «Semillas calentadas.
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sumo de 0  ^ importante, lo que indicaría que las semillas pue_ 
den utilizar otros sustratos respiratorios, y el efecto del 
fluoruro sobre la vía glicolítica no determinaría la pérdida 
de viabilidad de estas semillas.
Más adelante se analizarán las causas de esta pérdida 
de viabilidad, que fue total, tanto en semillas calentadas 
como en semillas no calentadas, al ponerlas a germinar en una 
solución de NaF 0,15M.
Si se compara la velocidad de consumo de 0^ de las s£ 
millas con sus respectivos porcentajes de germinación, cuando 
se utiliza como medio de imbibición una solución de NaCl (Ta 
bla XVIII), se observa que, mientras la velocidad de consumo 
de disminuye en las semillas calentadas hasta llegar al 
84,5% del valor de las semillas control, el porcentaje de ger 
minación en las mismas semillas disminuye mucho más,hasta lie 
gar a un 46,9% del control.
Tabla XVIII: Velocidad de consumo de oxígeno y porcentaje de 
germinación de semillas normales y calentadas 
en solución de NaCl.
Semillas Normales Calentadas
Veloc. consumo O2 
(^il/hora)30 sem. 71,0 60,0
% germ. a los 
7 días 98 46
Esto indica que la viabilidad de las semillas se afe£ 
ta mucho más por el tratamiento térmico que la respiración, 
y hace que se descarten los pasos metabólicos de la respira
-137-
ción como factor limitante de la pérdida de viabilidad.
2.2 Efecto del calentamiento de la semilla sobre su susceptibi_ 
lidad al NaF como inhibidor de la germinación
El fluoruro actúa sobre diferentes componentes célula 
res, provocando distintas alteraciones. Así, como se mencio 
nó en la pág. 131, se encontró que el fluoruro ligado al Mg++ 
o a metales pesados divalentes, causa la inhibición in vitro 
de varias enzimas, como la enolasa y la fosfoglucomutasa 
(Lendzian y Unsworth 1983). Además, el fluoruro actúa como in' 
hibidor no competitivo de tres isoenzimas de fosfatasa ácida 
de germen de trigo, causando una disminución del 37 al 48% en 
la actividad, según la isoenzima, para una concentración del 
inhibidor de 0,5 mM (Verjee 1969).
En maíz, se observó que el efecto del fluoruro como re 
tardador del crecimiento, ocasionado por la disminución de la 
multiplicación y la elongación celular, parece estar asociado 
con su acción sobre la síntesis de proteínas (Lendzian y 
Unsworth 1983). El fluoruro de sodio inhibe la etapa de ini_ 
dación de la síntesis de proteínas en las células eucarióti 
cas (Hoerz y McCarty 1969), y este efecto hay que tenerlo pr£ 
sente al analizar las causas de la pérdida de viabilidad. Como 
se vio anteriormente (pág. 133), en las semillas que no pueden 
utilizar la vía glicolítica igual se observa un consumo de C>2 
apreciable, por lo que habría producción de energía. Esto lleva 
a pensar que la pérdida de viabilidad observada en las seimi 
lias puestas a germinar en presencia de NaF (Tabla XIX, pág. 
138), estaría asociada a la acción del fluoruro sobre la sin 
tesis de proteínas.
Con el objeto de analizar si el efecto del fluoruro 
como inhibidor de la germinación era diferente en las semi
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llas calentadas en relación a las normales, se hicieron ensayos 
de germinación en soluciones de NaF de concentración creciente, 
con semillas calentadas y no calentadas.
Los resultados de estos ensayos se muestran en la Tabla 
XIX, expresados como porcentajes de semillas germinadas en cada 
medio, y también como porcentajes de semillas germinadas toman 
do como 1 0 0% el valor correspondiente a las mismas semillas 
puestas en solución de NaCl. Todas las soluciones tenían igual 
fuerza iónica y la misma concentración de sodio.
Tabla XIX: Porcentajes de germinación de semillas calentadas 
y no calentadas, en medios con distinta concentra 
ción de NaF.
Composición 




Control Calentadas Control Calentadas ^ 1^(mM) (mM)
0 150,0 98 46 100 100
5,0 145,0 72 39 73 85
7,5 142,5 — 22 — 48
1 0 , 0 140,0 52 30 53 65
12,5 137,5 — 18 — 39
15,0 135,0 42 4 43 9
17,5 132,5 — 6 — 13
2 0 , 0 130,0 32 2 33 4
25,0 125,0 — 0 — 0
30,0 1 2 0 , 0 10 0 10 0
40,0 1 1 0 , 0 2 0 2 0
55,0 95,0 0 0 0 0
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(1) Porcentajes calculados tomando como 100% el valor corres 
pondiente a NaCl 150 mM.
Estos puntos están graficados en la Figura 28a y b.
En la Figura 28a están representadas la curva correspon 
diente a semillas control y la curva correspondiente a semi_ 
lias calentadas, en esta última influyen en la pérdida de via 
bilidad tanto el efecto del calentamiento como el efecto del 
NaF. En la Figura 28b, al tomar como 100% el valor correspon 
diente a las semillas puestas en solución de NaCl, se logra 
independizar de la historia previa de las semillas (en el ca 
so de las semillas calentadas, del efecto de la temperatura), 
considerando sólo el efecto del NaF. Así, se puede observar 
que la sensibilidad al NaF sería diferente en las semillas 
normales con respecto a las calentadas, siendo estas últimas 
más sensibles, ya que la curva que indica pérdida de viabil^ 
dad por efecto del NaF tiene una mayor pendiente en este úl_ 
timo caso.
Para explicar este resultado, se puede pensar que las 
semillas calentadas pueden tener alterada la permeabilidad 
de sus membranas, de manera tal que estas semillas puedan ab 
sorber fluoruro más fácilmente que las normales y alcanzar 
una concentración intracelular de fluoruro mayor. De hecho, 
se ha encontrado que las exposiciones agudas a altas tempera 
turas, producen una pérdida de la semipermeabilidad de las 
membranas, e incluso algunos autores consideran que la des^  
trucción de la integridad de las membranas es un paso prima 
rio en la injuria por alta temperatura (Steponkus 1981).
Otra posible explicación sería que algunos de los si^  






Figura 28. Ensayos de germinación realizados con semillas calentadas y 
no calentadas, utilizando como medios de imbibición solucio­
nes de NaCl + NaF 150 mM en distintas proporciones, a) Por­
centajes de germinación reales, b) Porcentajes de germina­
ción tomando como 100 % el valor correspondiente a NaCl 
150 mM.
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de viabilidad, se hayan alterado durante el tratamiento tér 
mico, de manera que hayan perdido, tanto su actividad como 
su capacidad de unir al fluoruro, quedando de esta manera 
más fluoruro disponible para los sitios equivalentes que no 
se hayan alterado durante el calentamiento. Así, el efecto 
sería un aumento en la concentración de fluoruro que puede 
unirse a los sitios activos.
T R A T A M I E N T O  T E R M I C O
I N T E R R E L A C  I O N  P R O T E I N A  - C A L I D A D
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E1 objetivo de este trabajo fue estudiar el deterioro 
que puede sufrir la semilla de trigo debido al secado por a_i 
re caliente, que trae como consecuencia una pérdida de viab_i 
lidad y de capacidad panadera.
Para ello, se secaron semillas de trigo en distintas 
condiciones de temperatura, tiempo y humedad inicial, obser 
vando en las determinaciones realizadas, que la temperatura 
es un factor mucho más crítico para la calidad de la semilla 
que el tiempo de secado (págs. 69, 75, 84, 88 y 120).
Las determinaciones de viabilidad mostraron que ésta 
había disminuido, hasta llegar a un 0% de germinación en el 
lote de semillas secadas en condiciones más drásticas (pág. 
1 2 0 ), siendo en consecuencia este ensayo una de las pruebas 
más sensibles para detectar el deterioro producido. Por otro 
lado, en la prueba de panificación (pág. 82), se obtuvieron 
diferencias muy marcadas en la forma de los paneitos y en su vo 
lumen, que disminuyó hasta llegar al 74% del volumen corres 
pondiente al control. Se observaron también diferencias en el 
metabolismo de la semilla calentada, con respecto a la no ca 
lentada: la velocidad de consumo de oxígeno en las semillas 
calentadas puestas en solución de NaCl fue 0,845 de la corres 
pondiente a semillas control (pág.133), y su sensibilidad al 
NaF fue también mayor (pág.139).
Este deterioro debe ser el resultado de alteraciones 
en los componentes, de la semilla. Entre estos- componentes, 
las proteínas son imprescindibles, tanto para la viabilidad 
como para la calidad industrial, y son, además, muy sensibles 
al calor. Esto hizo que se analizara el efecto del tratamiento 
térmico de las semillas a través del estudio de las alterado 
nes sufridas por sus proteínas, tanto de embrión como de endos 
perma, correlacionando posteriormente estos resultados con la
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pérdida de viabilidad y de capacidad panadera.
La desnaturalización de las proteínas se puede visual_i 
zar a través de su pérdida de solubilidad. Para estos ensayos, 
se utilizó una solución salina para extraer las proteínas de 
embrión, que están directamente relacionadas con la germina 
ción de la semilla , y un medio con SDS para extraer las pro 
teínas del endosperma, responsables de la formación del glu 
ten e insolubles en agua.
En ambos casos, se observó una pérdida de solubilidad 
debida al calentamiento de la semilla, hasta alcanzar valores 
con respecto al control que fueron del 6 8% y 79% para embrión 
y endosperma respectivamente (págs. 6 6 y 88 ), en las semillas 
más calentadas. Las insolubilización fue mayor en las proteí_ 
ñas del embrión; sin embargo, el hecho que haya disminuido la so_ 
lubilidad de las proteínas del endosperma en un medio con SDS, 
indicaría que se formaron, como consecuencia del secado, uniones 
nuevas en estas proteínas, probablemente de tipo covalente, ya 
que este detergente rompe las uniones no covalentes.
En las corridas electroforéticas de estos extractos 
proteicos, que fueron calentados previamente con SDS o con 
SDS y ME durante 5 min. a 100°C, se observaron diferencias, 
sobre todo en los extractos de endosperma, entre las muestras 
tratadas y no tratadas con ME. Este agente rompe puentes disul 
furo, lo que lleva a pensar que estos enlaces no se rompen por
calentamiento a 100°C durante 5 min. En base a estas considera
\
ciones, se puede interpretar la pérdida de solubilidad de las 
proteínas del endosperma en un medio con SDS, suponiendo que, 
durante el secado de la semilla, se produjeron cambios estruc 
turales en estas proteínas, rompiéndose uniones no covalentes, 
y quedando expuestos determinados grupos que dieron origen a 
nuevas uniones, posiblemente de tipo covalente. Las mayores
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diferencias, como se señaló anteriormente, entre las muestras 
tratadas y las no tratadas con ME, se observaron en los extrae 
tos de endosperma, lo que indica que estas proteínas tienen 
una mayor cantidad de puentes disulfuro intermoleculares.
Estas diferencias aparecían principalmente en zonas 
de peso molecular entre 30.000 y 70.000 daltons, donde se en 
cuentran gluteninas (pág. 91), que se consideran, al menos en 
parte, formadas por subunidades unidas por puentes disulfuro.
Al comparar los diagramas electroforéticos de extrae 
tos proteicos de semillas calentadas y no calentadas, se ob 
servó que en las muestras calentadas disminuían algunos picos, 
tanto en los extractos de embrión como en los de endosperma. 
Estas diferencias aparecían en la zona de alto peso molecular: 
en los diagramas de embrión se observaron principalmente en la 
zona de peso molecular 75.000 (pág.74), y en los de endosper 
ma, fundamentalmente en la zona de peso molecular mayor que 
70.000, aunque también en un rango de pesos moleculares entre 
50.000 y 70.000 daltons (pág. 99). La disminución de estos 
picos puede deberse a la formación de agregados insolubles 
(pág. 78) proceso que sería más fácil en las especies protei^ 
cas de mayor peso molecular.
El gluten, que es el principal determinante de las pro 
piedades reológicas de la masa, se forma durante el amasado, 
en el cual las moléculas de proteína forman una red con entre 
cruzamientos ocasionales (Bloksma 1978). Así, las proteínas de 
almacenamiento cambian su conformación durante el amasado, y 
adquieren propiedades^ diferentes a las que tenían en el endos 
perma de la semilla. Esto hace que la temperatura pueda tener, 
o no, un efecto diferente al calentar la semilla que al calen 
tar gluten. Sin embargo, Schofield y colaboradores estudiaron
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gluten al que sometieron a distintos tratamientos térmicos, 
y obtuvieron resultados equivalentes a los discutidos ante_ 
riormente : al calentar gluten en un rango de temperatura 
entre 55 y 75°C, disminuía la solubilidad de las proteínas 
en SDS, observando una disminución selectiva en los picos co 
rrespondientes a gluteninas, que fue atribuida a la polimeri_ 
zación de estas proteínas (Schofield y col. 1983). Se puede 
concluir, entonces, que esta insolubilización de las gluteni_ 
ñas producida por calentamiento,tendría lugar tanto si estas 
proteínas están en la semilla como si están formando parte- 
del gluten.
Por otro lado, de acuerdo a los resultados ya analiza 
dos (pág.143), los puentes disulfuro no se romperían en el 
rango de temperatura utilizado en los ensayos de calorimetría 
diferencial de barrido, de manera que las transiciones térm_i 
cas observadas en los termogramas de DSC de proteínas se deb£ 
rían a la ruptura de enlaces no covalentes y, eventualmente, 
a la formación de nuevos enlaces.
En las corridas que se hicieron en trigo, se observó, 
en el caso de embrión, un pico endotérmico, que fue atribuido 
a la desnaturalización térmica de proteínas (pág. 44). En el 
caso del endosperma, por el contrario, no se observaron picos 
definidos de desnaturalización de proteínas (pág.108), aunque 
las proteínas del endosperma también sufren alteraciones como 
consecuencia del calentamiento, como demostraron los ensayos 
de solubilidad y de electroforesis. Estas observaciones se 
pueden explicar teniendo ep cuenta que en la desnaturalización 
de una proteína puede haber una combinación de reacciones en 
dotérmicas, tales como la ruptura de puentes hidrógeno, y de 
reacciones exotérmicas, como la agregación proteica. La natu
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raleza endotérmica de un termograma indica una gran contribu 
ción de la ruptura de puentes hidrógeno (Arntfield y Murray, 
1981); éste sería el caso de la desnaturalización térmica de 
las proteínas de embrión. En cambio, en las corridas de glu 
ten, en las que no se obtuvieron picos definidos, podría ha 
ber una compensación de reacciones endotérmicas y exotérm^ 
cas debidas al calentamiento (Arntfield y Murray 1981).
Los cambios sufridos por el endosperma durante el se 
cado, se pusieron de manifiesto en los termogramas de masa, en 
los que se observó la disminución de uno de los picos.Esto podría 
deberse a diferencias en la capacidad de retención de agua de las 
proteínas del gluten, o a una pregelatinización del almidón.
El hecho de haber obtenido un pico definido de desna
turalización térmica de proteínas en las corridas de calorim£
tría diferencial de barrido de embrión de trigo, permitió es
tudiar la cinética de este proceso por DSC. Utilizando un m£
todo dinámico, se determinó la energía de activación y el fac
tor preexponencial de la ecuación de Arrhenius, obteniendo va
, 60 -1
lores de 98,3 Kcal/mol y 7,83 x 10 min para la energía de 
activación y el factor preexponencial respectivamente (pág.
52 ). Estos resultados fueron confirmados con un método isotér 
mico, con el cual se verificó también el orden de reacción 
propuesto, que era orden 1 (pág. 57).
Con los resultados de las determinaciones del contení^ 
do de proteína soluble de embrión para cada condición de seca 
do (pág. 65), y la temperatura equivalente del embrión duran 
te este proceso, que fue calculada por calorimetría diferen 
cial de barrido (pág. 62), se obtuvieron los valores de la 
energía de activación y del factor preexponencial para la 
insolubilización de proteínas de embrión durante el secado.
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Los resultados obtenidos fueron 78,0 Kcal/mol para la energía 
de activación, y 108,8 para el logaritmo natural del factor 
preexponencial de Arrhenius.
Estos valores de energía de activación y factor pre­
exponencial, permiten trazar curvas como las de la Figura 29, 
en la que se ve la disminución de una determinada propiedad 
A (en este caso % AH/gr de proteína y % de proteína soluble, 
siempre con respecto al control), a medida que aumenta la tem 
peratura de secado de la semilla, para un tiempo fijo de calen 
tamiento. Para obtener los valores de A, se calcularon las 
constantes de velocidad de reacción (k), utilizando la ecua­
ción de Arrhenius, en un rango de temperatura de 50 a 100°C, 
teniendo como datos la energía de activación (Ea) y el factor 
preexponencial (Z) determinados experimentalmente.Con las cons 
tantes de velocidad se calcularon los valores de A para este 
rango de temperaturas, utilizando la ecuación de una cinéti_ 
ca de primer orden. La función resultante fue la siguiente:
A




donde A es el porcentaje de la propiedad medida con respecto 
a las semillas control, y t es el tiempo en minutos.
En la Figura 30 se puede observar, en primer lugar, 
que la pendiente de la curva de desnaturalización observada 
por DSC, es mayor que la pendiente de la curva de insolubili^ 
zación de proteínas. Es decir que la desnaturalización medjL 
da por este método, es completa en un rango menor de tempera 
tura que la insolubilización de proteínas.
Si se elige una temperatura, como 70°C, se puede ver 
en la Figura 30,que para un tiempo de secado de 30 min., la
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Figura 29. Porcentajes de proteina nativa y de proteina soluble de em­
brión de trigo en función de la temperatura del tratamiento 
térmico, para un tiempo de calentamiento de 30 min.
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Figura 30. Porcentajes de proteina nativa y de proteina soluble de em­
brión de trigo en ftmción de la temperatura del tratamiento 
térmico, para un tiempo de calentamiento de 30 min. — Protei­
na nativa.—  Proteina soluble.
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desnaturalización de proteínas llega al 50%, mientras que se 
insolubiliza sólo el 12%. A 74°C, la desnaturalización de 
proteínas detectada por DSC alzanza el 97%, y la insolubiló^ 
zación el 38%. Esto se puede interpretar, considerando que la 
desnaturalización de las proteínas es un paso previo para la 
pérdida de solubilidad, y se necesitaría una cierta cantidad 
de proteína desnaturalizada para que se produzca la insolubjl 
lización. En bibliografía se encontraron estudios realizados 
en sistemas de alimentos que apoyarían los resultados anterio 
res, ya que se observó que, aunque puede haber aparentemente 
alguna agregación al comienzo de la desnaturalización proteica, 
el desarrollo de estructuras Teológicamente significativas en 
una mezcla de proteínas no comienza hasta que la mayor parte 
de la proteína, o quizás alguna especie proteica específica, 
se haya desnaturalizado (Beveridge y col. 1985,).
Si se grafican ahora las curvas de desnaturalización-de 
proteínas para distintos tiempos de secado (Figura 31a), se 
puede ver que a medida que el tiempo de secado de la semilla 
aumenta, el incremento de este tiempo tiene una influencia ca 
da vez menor, es decir, incrementar el tiempo de secado de 30 
min a 60 min tiene un efecto más marcado en la desnaturaliza 
ción de proteínas, que incrementar el tiempo de secado de 60 
min a 90 min. Lo mismo ocurre para la insolubilización (FjL 
gura 3lb). La influencia del tiempo de secado se puede ver 
mejor en la Figura 32, en la que se grafican los valores de 
A en función del tiempo de secado para una temperatura dada, 
observando el efecto discutido anteriormente. Se ve clara 
mente, además, que al aumentar la temperatura la semilla se 
deteriora muy rápidamente, sobre todo cuando se mide desnatu 
ralización de proteínas. En el caso de la pérdida de solubili_
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Figura 31. Porcentajes de proteína nativa y de proteína soluble de em­
brión de trigo en función de la temperatura del tratamiento 
térmico. Las curvas corresponden a distintos tiempos de ca­
lentamiento: 30 min., 60 min., 90 min., 120 min., 150 min.
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Figura 32. Porcentajes de pro teína nativa y de proteína soluble de em­
brión de trigo en función del tiempo de calentamiento. Las 
curvas corresponden a distintas temperaturas de tratamiento 
térmico: 72°C y 77°C.
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dad, se observa que no se alcanza el valor cero de solubiljL 
dad para los rangos de temperatura y de tiempo considerados, 
mientras que en la desnaturalización de proteínas, las cur 
vas caen mucho más rápidamente, y la proteína llega a desna 
turalizarse por completo en ese rango de tiempo, a las temp£ 
raturas utilizadas.
Por último,se gráfico el tiempo de secado en función 
de la temperatura, para determinados valores de A, tanto para 
la denaturalización de proteínas como para la pérdida de solu 
bilidad (Figura 33 a y b). Cada una de estas curvas da distin 
tas combinaciones de tiempo y temperatura, con las cuales se 
obtendría el mismo deterioro, medido a través de desnaturali_ 
zación proteica o de pérdida de solubilidad.
Con el objeto de ver si existía alguna relación entre 
la desnaturalización y la insolubilización de las proteínas 
del embrión, y la pérdida de viabilidad, se graficaron los 
porcentajes de germinación obtenidos, en función de los por 
centajes de proteína soluble y de proteína nativa en embrión.
En la Figura 34 se muestran los gráficos obtenidos, 
observándose en los dos casos una correlación lineal, con un 
coeficiente de correlación de 0,971 para la desnaturalización 
de proteínas, y de 0,966 para la pérdida de solubilidad. Los 
coeficientes de correlación son muy similares, sin embargo, 
si no se considera el punto correspondiente al control (1 0 0%), 
el coeficiente de correlación para la desnaturalización de 
proteínas da 0,995, considerablemente mayor que para insolu 
bilización. Este resultado es lógico, si se tiene en cuenta 
que para que una proteína pierda su actividad biológica no 
es necesario que haya perdido su solubilidad, sino que se ha 
ya desnaturalizado la parte activa de la molécula.
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Figura 33. Curvas de tiempo de calentamiento vs temperatura, para porcen­
tajes fijos de proteina nativa y de proteina soluble de em­
brión (% A), a) Proteina nativa, b) Proteina soluble. Las 



















Figura 34. Correlación entre la pérdida de viabilidad de las semillas y 
la desnaturalización e insolubilización de las proteínas de 
embrión de trigo. Los puntos corresponden a semillas secadas 
en distintas condiciones.
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En la Figura 35 se muestra la correlación que se ob 
tuvo entre la proteína soluble de harina y el volumen de pan 
obtenido con esta harina. El coeficiente de correlación fue 
de 0,948, y se puede ver que, excepto uno de los puntos, t£ 
dos los demás caen aproximadamente dentro de la recta.
Los resultados anteriores indican que existe una co 
rrelación muy buena entre las alteraciones observadas en las 
proteínas como consecuencia del secado de la semilla, y la 
pérdida de viabilidad y de calidad industrial. Esto no impli_ 
ca, sin embargo, que la desnaturalización de proteínas sea 
el factor determinante primario de la pérdida de viabilidad 
o de capacidad panadera, aunque juega un papel fundamental 
en el deterioro de la semilla, unida a las alteraciones sufr^ 
das por otros componentes. De todas maneras, esta correlación 
permitiría estimar el grado de deterioro alcanzado por la S£ 
milla, a través del análisis de sus proteínas.
De la misma manera que para el embrión, hay que te_ 
ner en cuenta al considerar la correlación entre la proteína 
soluble de harina y el volumen de pan, que puede haber proteí. 
na desnaturalizada que altere el volumen de pan, pero que per 











Figura 35. Correlación entre la pérdida de calidad panadera y la insolu- 
bilización de las proteínas de harina de trigo. Los puntos 
corresponden a semillas secadas en distintas condiciones.
C O N C L U S I O N E S
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Los resultados obtenidos en este trabajo indican que una 
de las principales causas de la pérdida de viabilidad y ca 
lidad industrial observada en las semillas sometidas a un 
tratamiento térmico, es la desnaturalización de proteínas.
La desnaturalización térmica de las proteínas de embrión pu 
do estudiarse por medio de ensayos calorimétricos, en los 
que se observó un pico endotérmico a 83°C para una velocidad 
de calentamiento de 10°C/min. La desnaturalización de las 
proteínas del endosperma, por el contrario, no se pudo estu 
diar por este método por no dar picos definidos, lo que se 
atribuyó a las diferentes uniones que estabilizan la estruc 
tura en ambos tipos de proteínas.
Las proteínas del endosperma presentan una mayor cantidad de 
puentes disulfuro intercatenarios que las proteínas de em 
brión.
Tanto en las proteínas de embrión como en las de endosperma 
se produce una pérdida de solubilidad debido al tratamiento 
térmico, que se correlaciona con las condiciones de secado 
de las semillas.
Los resultados obtenidos indican que la pérdida de solubiljL 
dad de las proteínas del endosperma se debe a la formación 
de uniones covalentes.
Las alteraciones producidas en las proteínas debido al ca 
lentamiento de la semilla, tienen lugar principalmente en 
las especies proteicas de alto peso molecular, tanto en em 
brión como en endosperma. En el caso del endosperma, estas 
proteínas están en la fracción de gluteninas.
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Los ensayos realizados indican que el embrión se afecta más 
rápidamente con el tratamiento térmico que el endosperma de 
la semilla.
Las semillas calentadas presentan diferencias en el metabo 
lismo con respecto a las no calentadas, en relación a la ve_ 
locidad de consumo de oxígeno y a la sensibilidad al NaF.
Los estudios cinéticos de pérdida de solubilidad y desnatu 
ralización de proteínas realizados en embrión, permitieron 
obtener curvas que muestran claramente la influencia del 
tiempo y de la temperatura en el proceso de secado.
Las pruebas de deterioro que se realizaron tanto en 
entera como en embrión y endosperma, indican que la 
tura es un factor mucho más crítico para la calidad 
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El deterioro que pueden sufrir las semillas de trigo 
durante el proceso de secado, ocasiona pérdidas importantes 
al disminuir la viabilidad y la calidad industrial. Los ensayos 
más significativos para detectar este deterioro son las pruebas 
de panificación y de germinación. Sin embargo, estos ensayos 
tienen la desventaja de requerir tiempos largos.
El objetivo de este ensayo fue la obtención de un méto 
do que permita detectar el daño ocasionado por el secado más rápi_ 
damente, sin necesidad de recurrir a equipos o procedimientos 
complicados.
2. FUNDAMENTO DEL METODO
El método propuesto se basa en el hecho que la veloci­
dad de producción de CO^ después de la imbibición es menor 
en las semillas dañadas por calor (págs. 130 y 133), por loque 
habría una correlación entre la acidez producida en el medio 
de incubación en un tiempo determinado, y el grado de deterio 
ro de las semillas.
Así, lo que se hace es medir la acidez alcanzada por 
el medio de incubación, debida al C0^ producido durante la 
respiración. Esta acidez se determina por medio de un indica 
dor de pH que vira en el rango del ensayo, a través de medi_ 
das colorimétricas.
3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Reactivos
3.1.1 Medio de Incubación: el medio de incubación utilizado 
para la mayoría de estos ensayos fue una solución de antibió 
ticos, aunque en algunos casos se incubó con agua destilada
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obteniendo resultados equivalentes. Esto indicaría que el uso 
de antibióticos no es necesario.
Composición del medio con antibióticos:
Penicilina G-Na 1580 Umg
Estreptomicina SO,4
Agua Destilada




30 mg 30 jug/ml
150 mg 150 jug/ml
c.s.p. 200 mi
Este medio IX (o agua destilada) se llevó a pH 10 con 
NaOH 1N (aproximadamente 6 gotas de NaOH 1N para 50 mi de me 
dio), midiendo el pH con papel indicador universal Merck. 
Posteriormente se agregaron 2 gotas de solución de fenolfta- 
leína (fenolftaleína 1% en etanol de 96° al 60%) por cada 
50 mi de medio, y se agitó suavemente con una varilla hasta 
homogeneizar el color. Este medio debe prepararse inmediata­
mente antes de usar, o guardarse en un recipiente hermética­
mente cerrado.
3.1.2 Medios empleados para tratamientos previos a la incuba 
ción: se hicieron ensayos tratando previamente las semillas 
con acetona y con SDS 1%.
El tratamiento realizado se describirá oportunamente.
3.2 Semillas empleadas
3.2.1 Semillas secadas en distintas condiciones: se utilizaron 
las semillas cultivar Marcos Juarez-INTA, cosecha 1982/83, tra 
tadas como se describió en la pág. 19 . Como control se utiljl 
zaron semillas sin procesar.
3.2.2 Semillas de otros cultivares y cosechas calentadas y no 
calentadas: Se utilizaron semillas Marcos Juarez-INTA cosecha 
1983/84, Leones-INTA cosecha 1983/84, Trigal 708 cosecha
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1982/83, Saira-INTA cosecha 1983/84, Buck patacón cosecha 
1983/84 y Buck napostá cosecha 1983/84.
Las semillas calentadas fueron todas humectadas y s£ 
cadas en las mismas condiciones, siguiendo un procedimiento 
equivalente al descripto en la pág. 19 para el lote de serni 
lias Ilb,
3.2.3 Semillas no viables: en algunos ensayos se utilizaron 
como blanco semillas cultivar Marcos Juarez-INTA cosecha 
1982/83, que habían sido calentadas durante 2 hs a 130°C.
3.3 Procedimiento
Para las pruebas se utilizaron recipientes de plástjl 
co de 10 mi y 2,3.cm de diámetro, con tapa a rosca. En cada 
uno se pusieron entre 29 y 31 semillas, de aproximadamente el 
mismo peso total, utilizando como control semillas Marcos Jua 
rez no calentadas, y como blanco semillas no viables o medio 
de incubación.
A cada recipiente se agregaron 4 mi de medio de incu 
bación, logrando con la ayuda de una varilla que todas las se^ 
millas quedaran cubiertas de líquido. Se cerraron inmediata­
mente los recipientes y se pusieron en un baño a 30°C. A par 
tir de las 3 hs se observó si el medio correspondiente a las 
semillas control se había decolorado, agitando suavemente en 
forma circular. Al producirse la decoloración del control se 
sacaron las muestras del baño, y se pasó el medio sin semi­
llas a otros tantos recipientes. Posteriormente se leyó la ab 
sorbancia en un espectrofotómetro, a 550 nm. En la Figura 36 
se puede ver el espectro de absorción de la fenolftaleína.
El tiempo de incubación osciló en general entre 3 hs 









Figura 36. Espectro de absorción de la fenolftaleina.
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rencias en el pH inicial y en la concentración de fenolfta­
leina del medio de incubación, que se preparaba inmediatamen 
te antes de cada experiencia. Se podría lograr un tiempo de 
incubación fijo y reproducible preparando un volumen mayor de 
medio de incubación y midiendo con más exactitud cada reactivo, 
pudiendo guardarlo en recipientes herméticos para un uso post£ 
rior. En este caso no se necesitarían semillas control, y di£3 
minuiría la dispersión en los resultados, como se discutirá 
más adelante.
La lectura en el espectrofotómetro podría reemplazar 
se por la comparación con una escala de color.
3.4 Ensayos de germinación
Se hicieron ensayos de germinación con las semillas de 
distintas variedades calentadas y no calentadas, siguiendo el 
procedimiento descripto en la pág. 39-
4. Resultados
4.1 Ensayos realizados en semillas de la misma variedad secadas 
en distintas condiciones
En esta sección se analizarán los resultados obtenidos 
con las semillas secadas en las condiciones de la Tabla I.
4.1.1 Diferencias debidas a las condiciones de secado: en e£
ta sección se presentarán los resultados obtenidos a partir 
de 5 experiencias, y también se discutirán los valores que se 
obtienen considerando sólo dos de ellas, que tuvieron el mismo 
tiempo de incubación (3 hs 15 min), ya que una de las principa 
les causas de dispersión en los resultados se atribuyó a pequ£ 
ñas diferencias en el pH inicial del medio de incubación, que 
traía como consecuencia que los tiempos de incubación variaran 
de un ensayo a otro.
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En la Figura 37 se muestra una foto en la que se ob 
servan las diferencias de color del medio de incubación debi_ 
das a los distintos tratamientos térmicos sufridos por las se_ 
millas. Se puede ver que la intensidad de color es cada vez 
mayor a medida que las condiciones de secado son más drásticas.
En la Tabla XX están los valores de densidad óptica ob 
tenidos en los 5 ensayos realizados, y los porcentajes de deco 
loración promedio con sus desviaciones standard, calculados a 
partir de las 5 determinaciones, y a partir de dos de ellas 
que tuvieron el mismo tiempo de incubación. Estos cálculos se 
hicieron tomando como blanco el medio de incubación, y consi 
derando 100 % el valor correspondiente al control.
Tabla XX. Resultados de los ensayos de decoloración, realizados con se 









Porcentaje de decoloración 
(?)promediov '
de los 5 de los ensayos
ensayos 2y !5
Blanco 0,981 0,879 0,695 0,851 0,760 — —
Sem. no 
viables 0,588 0,834 0,385 0,885 0,758
— —
Control 0,040 0,068 0,037 0,120 0,051 100 100
xa 0,067 0,163 0,024 0,272 0,151 90,4 + .9,1 87,0 + 1,4*b 0,117 0,196 0,058 0,433 0,187 82,2 + 15,4 82,5 + 2,1
!c 0,163 0,322 0,023 0,352 0,250 79,6 + 14,7 70,5 + 2,1
IIa 0,076 0,098 0,030 0,240 0,125 93,4 + 6,5 93,0 + 4,2Hb 0,296 0,387 0,230 0,598 0,372 59,0 + 15,3 58,0 + 4,2
H H O 0,466 0,493 0,225 0,846 0,683 37,2 + 29,9 29,5 + 26,2
IIIa 0,057 0,273 0,036 0,419 0,279 80,0 + 18,3 71,5 + 4,9
IHb 0,396 0,545 0,326 0,767 0,527 40,6 + 20,2 37,0 + 5,7IH C 0,427 0,623 0,410 0,825 0,650 30,8 + 21,7 24,0 + 11,3
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(1) Las condiciones de secado fueron las especificadas en la 
Tabla I.
(2) Los porcentajes se calcularon tomando como blanco el medio 
de incubación de cada ensayo, y considerando como 100% el 
valor correspondiente al control. Posteriormente se sacó 
el promedio de los porcentajes.
Con estos resultados se hizo un análisis de varianza, 
tomando como fuentes de variación la temperatura del aire de 
secado y la humedad inicial de las semilla. El análisis dio 
como resultado que existen diferencias significativas detecta 
bles por este ensayo, a un nivel de significación del 1%, en 
tre los lotes de semillas sometidos a distintos tratamientos 
térmicos. No se observó en este caso una interacción a este 
nivel de significación entre los dos factores considerados 
(temperatura y humedad inicial). Este análisis se hizo también 
considerando los dos ensayos mencionados anteriormente, obt£ 
niendo resultados equivalentes (Tabla XXI a y b).
Con el objeto de observar si se detectan diferencias 
por este método entre dos lotes de semilla secados en distintas 
condiciones, se hizo un análisis LSD (mínima diferencia slg 
nificativa), comparando las medias de las poblaciones. En la 
Tabla XXI c se muestran las diferencias entre las medias consi 
derando los 5 ensayos o considerando sólo 2. Los valores de 
LSD obtenidos fueron de 33,0 y de 39,2 respectivamente, 
para un nivel de significación del 1%.
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Figura 37. Ensayo de decoloración realizado con semillas secadas en dis­
tintas condiciones. La nomenclatura utilizada es la de la Ta­
bla I.
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Tabla XXI. Diferencias en los porcentejes de decoloración en 
tre las medias de poblaciones de semillas secadas 
en distintas condiciones(^ 2)
a) Tomando como fuente de variación la temperatura del aire de 
secado (a = 110°C, b = 125°C, c = 140°C):
- Considerando los cinco ensayos:
|xa— xfe| = |27,3| |xb- xcl = 11,4
- Considerando el segundo y el quinto ensayo:
|x - x I = |24,7| |x - x | = 17,8
a b -- -— • b c
b) Tomando como fuente de variación el contenido de humedad 
inicial de las semillas (I = 17%, II = 21%, III = 25%):
- Considerando los cinco ensayos:
: ~ ~~ 12,7xr xn =  |20,9 XII" XIII
- Considerando el segundo y el quinto ensayo:
XI~ XIII = 19,8 xn -  ^ n 1 = 1 6 ) 0
c) Tomando cada condición de secado individualmente
(3)
- Considerando los cinco ensayos:
II II III n i CondicionesI I I II IIIa b c a b c a b c de secado
- 8,2 10,8 3,0 31,4 53,2 10,4 49,8 59,6
- 2,6 11,2 23,2 45,0 2,2 41,6 51,4 Xb
- 13,8 20,6 42,4 0,4 39,0 48,8 Xc
- 1 34,4 56,2 13,4 52,8 62,6 ^ a
- 21,8 21,0 18,4 28,2 rib
- 1 42,8 3,4 6,4
— 39,4 49,2 IIIa
• - 9,8 IJIb
IIIc
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- Considerando el segundo y el quinto ensayo:












- 4,5 16,5 6,0 29,0 57,5 15,5 50,0 63,0 Ia
- 12,0 10,5 24,5 53,0 11,0 45,5 58,5
Jb
I
c- 22,5 12,5 41,0
1,0 33,5 46,5
- 35,0 63,5 21,5 56,0 69,0 IIel
- 28,5 13,5 21,0 34,0 JIb
- 142,0| 7,5 5,5 IIc
— 34,5 47,5 IIIa
- 13,0 I I J b
- IIIc
(1) La nomenclatura utilizada es la de la Tabla I.
(2) Los valores recuadrados son diferentes al nivel de signi^  
ficación del 1%.
(3) Los valores de estas Tablas son las diferencias entre las 
medias de las semillas secadas en las condiciones de las 
columnas, con respecto a las secadas en las condiciones 
de las filas.
4.1.2 Correlación con los ensayos de germinación: Una de las
pruebas más significativas para determinar si las semillas 
han sufrido deterioro durante el proceso de secado, es el en 
sayo de germinación. Esto hizo que se buscara una correlación 
entre el porcentaje de germinación de las semillas y los re­
sultados obtenidos con este ensayo, que tiene la ventaja de 
ser mucho más rápido.
En la Figura 38 se muestra la recta obtenida al grafi
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Figura 38. Correlación entre el porcentaje de germinación de las semi­
llas y el porcentaje de decoloración de un medio con fenolf­
taleina. Los puntos corresponden a semillas secadas en dis­
tintas condiciones.
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car log % germinación vs log % decoloración. Cada punto de la 
figura es el promedio de las cinco determinaciones considera 
das anteriormente. El coeficiente de correlación obtenido fue 
de 0,99. Si se grafican los promedios de la segunda y la quin 
ta determinación, el coeficiente de correlación es también de 
0,99 pero la ecuación de la recta obtenida es ligeramente di^  
ferente: log % germ. = 3,4647 log % dec. -= 4,7883 (21) para
este último caso y log % germ = 4,001 log % dec. - 5,8832 
(22) para el primero.
Como se puede ver, la correlación es muy buena, y per 
mitiría estimar a partir de este ensayo para una determinada 
variedad de semillas, el porcentaje de germinación de las mi£ 
mas.
4.2 Ensayos realizados con semillas de distintas variedades 
calentadas y no calentadas
Con el objeto de analizar si las semillas de otras va 
riedades y cosechas se comportaban de manera equivalente en 
relación a este ensayo, se secaron semillas de distintos cul 
tivares, cosechadas en campañas diferentes, y se hicieron en 
sayos de germinación con las semillas secadas y con semillas 
control sin secar, determinándose también para cada lote 
el porcentaje de decoloración, de la manera descripta ante­
riormente .
En la Tabla XXII se muestran los porcentajes de ger 
minación de cada lote de semillas, a los tres y a los seis 
días de la siembra. Se puede observar que, a pesar de que to 
das las semillas calentadas fueron sometidas al mismo trata 
miento de humectación y secado, algunas sufrieron mayor det£ 
rioro que otras con respecto a su viabilidad.
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Tabla XXII. Porcentajes de germinación de semillas de distin 




% genm. a 
los 3 días
5 calentadas 






% gem. a 
los 6 días
Marcos Juarez-INTA 1983/84 97 97 53 53
Leones-INTA 1983/84 96 97 33 39
Trigal 708 1982/83 94 95 26 44
Buck patacón 1983/84 96 97 3 11
Buck napostá 1983/84 97 97 0 0
Saira-INTA 1983/84 91 95 14 21
En la Tabla XXIII se pueden ver los porcentajes de áe_ 
coloración obtenidos para cada lote.
Tabla XXIII. Porcentajes de decoloración de semillas de distin 
tos cultivares y cosechas, calentadas y no calen 
tadas^l)(2)
Cultivar Cosecha % Decoloración
Sem. no calentadas Sem. calentadas
Marcos Juarez-INTA 1983/84 (100) 74 ± 7
Leones-INTA 1983/84 9 6 + 3 71 ± 13
Trigal 708 1982/83 9 8 + 3 66 + 4
Buck patacón 1983/84 41 + 10 22 + 10
Buck napostá 1983/84 7 7 + 3 31 ± 2
Saira-INTA 1983/84 81 + 5 58 + 9
(1) Los valores de esta Tabla son los promedios de datos prove 
nientes de tres determinaciones.
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(2) Los cálculos se hicieron tomando como 100% el valor corres 
pondiente a las semillas Marcos Juarez-INTA cosecha 1983/84 
sin calentar, y utilizando como blanco semillas no viables.
Con estos valores se estimaron los porcentajes de semjL 
lias germinadas, a través de las ecuaciones (21) y (22). En la 
Tabla XXIV se muestran los resultados obtenidos.
Tabla XXIV. Porcentaje de semillas germinadas, estimado a tra 
vés de las ecuaciones (21)y(22), utilizando los 
resultados del ensayo de decoloración.
Cultivar Cosecha
% de 








Marcos Juarez-INTA 1983/84 - - 49 39
Leones-INTA 1983/84 120 112 42 33
Trigal 708 1982/83 129 121 33 25
Buck patacón 1983/84 6 4 1 0
Buck ñapostá 1983/84 56 46 2 1
Saira-INTA 1983/84 67 57 21 15
(a) Valores obtenidos con la ecuación (21).
(b) Valores obtenidos con la ecuación (22).
Si se comparan los valores calculados con los reales 
(Tabla XXII) se observa que, para las semillas calentadas, 
los porcentajes de germinación estimados con los resultados 
de los ensayos de decoloración son comparables con los por 
centajes de germinación reales, para todas las variedades en
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sayadas. Sin embargo, los porcentajes de germinación estima 
dos a partir de los porcentajes de decoloración de las serni 
lias no calentadas, fueron incluso mayores que los reales pa 
ra las semillas Leones y Trigal 708, mientras que para las 
semillas Saira-INTA, Buck patacón y Buck napostá los porcen 
tajes de germinación estimados fueron mucho menores que los 
reales.
Con el objeto de ver si se trataba de un problema de 
diferente permeabilidad, se trataron estas semillas con SDS 
1% durante 3 min, con agitación, enjuagándolas luego tres veces 
con agua destilada, antes de hacer el ensayo de decoloración. 
Este tratamiento se hizo también con acetona. A continuación 
se practicó con estas semillas el ensayo de decoloración, uti_ 
tizando como control semillas Marcos Juárez tratadas de igual 
forma, y como blanco semillas no viables. Los resultados se 
muestran en la Tabla XXV.











Buck patacón 50 13 8
Buck napostá 81 67 57




Acetona Buck patacón 52 14 10
Buck napostá 79 61 51
(a) Valores obtenidos con la ecuación (21).
(b) Valores obtenidos con la ecuación (22).
(1) Los ensayos se hicieron con semillas no calentadas.
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Se puede ver que las semillas Saira INTA tratadas con 
acetona o con SDS se comportaron como las Marcos Juárez, lo 
que indicaría que su respuesta anormal en el ensayo de decol£ 
ración pudo deberse a una menor permeabilidad al agua, que se 
superaría con un tratamiento previo con acetona o SDS. En el 
caso de las semillas Buck patacón y Buck napostá, no se logró 
una respuesta equivalente a la de las otras semillas a pesar 
del tratamiento previo con SDS o acetona. Posiblemente la m£ 
ñor velocidad de liberación de CO^ al medio que presentan e£ 
tas semillas se deba a diferencias en el metabolismo o a la 
necesidad de un tratamiento más prolongado.
Los resultados obtenidos permitirían decir que las S£ 
millas que dan porcentajes de decoloración mayores a un valor 
límite fijado, no habrían sufrido deterioro durante el secado. 
Con respecto a las semillas que dan porcentajes de decoloración 
inferiores a este límite, habría que hacer ensayos adicionales 
para decidir si están dañadas o no.
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